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La presente Tesis Doctoral titulada “Estudio del papel de la nesfatina-1 en el 
control de la viabilidad y el metabolismo cardiaco: implicaciones en la fisiopatología de las 
enfermedades cardiovasculares”, ha sido realizada bajo su dirección en el Laboratorio de 
Investigación en Cardiología Celular y Molecular del Instituto de Investigaciones Sanitarias 
de Santiago (Departamento de Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela), 
estimando que se encuentra concluida y en condiciones de ser presentada para optar al 
grado de Doctor en Biología. 
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
 
  
ACC: acetil-CoA carboxilasa. 
ACTH: corticotropina. 
AdipoR: receptor de adiponectina. 
ADMA: dimetilarginina asimétrica. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
ADNc: ácido desoxirribonucleico 
complementario. 
ADO: antidiabéticos orales. 
AG1478: inhibidor de ERbB4. 
AGCL: ácidos grasos de cadena larga. 
AgRP: péptido relacionado con agoutí. 
AHA: American Heart Asociation.  
AKT: proteín kinasa B. 
AMP: adenosín monofosfato. 
AMPc: adenosín monofosfato cíclico. 
AMPK: kinasa dependiente de AMP. 
ANGPTL4: proteína como angiopoyetina 4. 
ANP: péptido natriurético atrial. 
APE1: enzima multifuncional de 
reparación del ADN. 
APLNR: receptor de apelina. 
APOP1: proteína apoptogénica 1. 
APS: persulfato amónico. 
AraC: citarabina. 
ARAII: antagonistas del receptor de 
angiotensina II. 
ARC: núcleo arcuato. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
AS160: sustrato de AKT de 160 kDa. 
ASP: proteína estimuladora de la 
acilación. 
ATGL: triacilglicerol lipasa. 
ATP III: Adult Treatment Panel III. 
ATP: adenosín trifosfato. 
AVPR: receptor de vasopresina. 
BIA: Análisis de impedancia bioeléctrica. 
BNP: péptido natriurético cerebral. 
BSA-FFA: seroalbúmina bovina libre de 
ácidos grasos. 
BSA: seroalbúmina bovina. 
CART: transcrito regulado por cocaína-
anfetamina. 
CBFA2T3: proteína correspondiente al 
gen de translocación mieloide en el 
cromosoma 16. 
CCK: colecistoquinina. 
CD36: translocasa de ácidos grasos. 
CEA: amígdala central. 
CGRP: péptido relacionado con el gen de 
la calcitonina. 
ChemR23: receptor de chemerina. 
CMD: cardiomiopatía dilatada. 
CMHTA: cardiomiopatía hipertensiva. 
CMHTR: cardiomiopatía hipertrófica. 
CMV: cardiomiopatía valvular. 
CNP: péptido natriurético tipo C. 
CPT1: carnitín palmitoil transferasa 1. 
CREB: proteína de unión a los elementos 
de respuesta de AMPc. 
CRF: corticotropina. 
CRH: hormona liberadora de 
corticotropina. 
CRP: proteína C reactiva. 
DGAT: diacilglicerol aciltransferasa. 
DIL: caridomiopatía dilatada. 
DM: diabetes mellitus. 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's médium. 
DMV: núcleo dorsal motor del vago. 
DPP4: dipeptidilpeptidasa 4. 
ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
 
 
dUTP: desoxiuridina trifosfato. 
ECVs: enfermedades cardiovasculares. 
EDTA: ácido etildiaminotetraacético. 
EF: dominio de unión al calcio. 
EGF: factor de crecimiento epidérmico. 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. 
ERbB4: receptor de neuregulina. 
ERK1/2: kinasa regulada por señales 
extracelulares 1/2. 
EW: núcelo Edinger-Westphal. 
FBS: suero fetal bovino. 
FDR: False Discovery Rate. 
FEVI: fracción de eyección del ventrículo. 
FSH: hormona folículoestimulante. 
G6PT: glucosa-6-fosfatasa. 
GABA: ácido γ-aminobutírico. 
GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa. 
GC: guanilato ciclasa. 
GE: neuronas excitadas por glucosa. 
Gg: gap de glicación. 
GH: hormona de crecimiento. 
GHRH: somatocrinina. 
GI: neuronas inhibidas por glucosa. 
GLP1: proglucacón. 
GLUT: receptor de glucosa. 
GMPc: Guanosín monofosfato cíclico. 
GRB2: proteína unida al receptor del 
factor de crecimiento 2. 
GRLNR: receptor de grelina. 
GS: glucógeno sintasa. 
GSK3: glucógeno sintasa kinasa 3. 
H4928: antagonista del receptor de 
oxitocina. 
HbA1c: hemoglobina A glicada. 
HBS: tampón salino de HEPES. 
HDL: lipoproteína de alta densidad. 
HEPES: ácido 4 (2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfónico. 
HL-1: línea celular de cardiomiocitos 
auriculares adultos de ratón. 
HMGCR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 
reductasa. 
HO-8910: línea celular de carcinoma 
epitelial ovárico humano. 
HRP: peroxidása de rábano. 
HTA: hipertensión arterial. 
I/R: isquémia/reperfusión. 
IC: insuficiencia cardiaca. 
IC50: concentración máxima inhibitoria. 
IDF: International Diabetes Federation. 
IECAs: inhibidores de la enzima 
convertidora de angiotensina. 
IL: interleukina. 
IMC: Índice de Masa Corporal. 
INS: corteza insular. 
INSR: receptor de insulina. 
IRS: sustrato del receptor de insulina. 
ISQ: cardiomiopatía isquémica. 
JNK: kinasa c-Jun N-terminal . 
KAP1: proteína 1 asociada a queratina.  
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes. 
KO: knockout. 
LC: locus cerúleo. 
LDL: lipoproteína de baja densidad. 
LH: hormona luteinizante. 
LHA: área lateral hipotalámica. 
LPL: lipoproteín lipasa. 




LSC: lesión coronaria. 
M199: medio M199. 
MAPK: proteín quinasa activada por 
mitógenos. 
MC3R: receptor de melanocortina 3. 
MC4R: receptor de melanocortina 4. 
MCH: hormona concentradora de 
melanina. 
MCP1: proteína quimioatrayente de 
monocitos. 
MIF: factor inhibitorio de la migración. 
MIN6: línea de células β-pacreáticas de 
ratón. 
MSH hormona estimulante de 
melanocitos. 




MVI: masa ventricular izquierda. 
NB41A3: línea celular de neuroblastoma 
de ratón. 
NCS: suero de ternero recién nacido. 
NFκB: factor nuclear κB. 
NO: óxido nítrico. 
NPR-A: receptor del péptido natriurético 
atrial. 
NPR-B: receptor del péptido natriurético 
cerebral. 
NPY: neuropéptido Y. 
NR1H2: subfamilia de receptores 
nucleares de tipo 1, grupo H, miembro 2. 
NRG: neuregulina. 
NTS: núcleo del tracto solitario. 
NUCB1: nucleobindina 1. 
NUCB2: nucleobindina 2. 
NYHA: New York Heart Association. 
OMS: Organización Mundial de la Salud. 
PACAP: adenilato ciclasa de la pituitaria. 
PAI-1: inhibidor tipo 1 del activador de 
plasminógeno. 
PBK/AKT: proteín kinasa B. 
PBS: tampón fosfato salino. 
PC1/3: prohormona convertasa 1/3. 
PCA: análisis de componentes principales. 
PD98059: inhibidor de MAPK. 
PDH: piruvato deshidrogenasa. 
PDHK4: piruvato deshidrogenasa kinasa 
4. 
PDK1: proteín kinasa 1 dependiente de 
fosfoinosítidos. 
PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxikinasa. 
PFA: área perifornical. 
PGC1-α: coactivador 1α del receptor 
gamma activado por el proliferador 
perixosomal 
PI3K: fosfoinositol-3-fosfato kinasa. 
PIP2: fosfatidil inositol 4,5-bifosfato. 
PIP3: fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato. 
PKA: proteín kinasa A. 
PKC: proteín kinasa C. 
PLA2: fosfolipasa 2. 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 
POMC: proopiomelanocortina. 
PPAR-γ: receptor γ activado por el 
proliferador perixosomal 
PRKCA: proteín kinasa Cα. 
ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
 
 
PRLH: hormona liberadora de prolactina. 
pS6K: proteín kinasa ribosomal S6. 
PTP: poro de transición de permeabilidad. 
PVDF: polifluoruro de vinilideno. 
PVN: núcleo paraventricular. 
PYY: péptido YY 3-36. 
Rab: geranil-geranil transferasa  β. 
RBP4: proteína de unión a retinol 4. 
RECAVA: Red Temática de 
Investigación Cooperativa en 
Enfermedades Cardiovasculares. 
REM: Rapid Eye Movement. 
Rn18S: subunidad 18S ribosomal. 
ROS: especies reactivas de oxígeno. 
RT-PCR: reacción en cadena de la 
polimerasa con transcriptasa inversa. 
SA-HRP: peroxidasa de rábano unida a 
estreptavidina. 
SDS: docecilsulfato sódico. 
SEM: error estándard de la media. 
sGC: guanilato ciclasa soluble. 
SHU9119: antagonista de los receptores 
MC3R/4R. 
SMet: síndrome metabólico. 
SNC: sistema nervioso central. 
SON: núcleo supraóptico. 
TAG: triacilglicerol. 
TEMED: tetrametiletilendiamina. 
TGF-β: factor de crecimiento tumoral β. 
TMB: 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine. 
TNF-α: factor de necrosis tumoral α. 
TRH: hormona liberadora de tirotropina. 
TRPV1: receptor potencial transitorio V1 
del vago. 
UAA: unidades arbitrarias de absorbancia. 
UAD: unidades arbitrarias de 
densitometría. 
UAF: unidades arbitrarias de 
fluorescencia. 
UCP1: termogenina. 
UDG: uracil DNA glucosilasa. 
USC: Universidade de Santiago de 
Compostela. 
VEGF: factor de crecimiento endotelial 
vascular. 
VFDVI: volumen fin diástole del 
ventrículo izquierdo. 
VFSVI: volumen fin de sístole del 
ventrículo izquierdo. 
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1.-Obesidad y morbilidad en la sociedad actual. 
Desde el punto de vista biomédico, la obesidad se define como el resultado de un 
desequilibrio energético donde la entrada de energía excede al gasto calórico a lo largo del 
tiempo, lo que conduce a un incremento de la masa corporal.1  
Durante las últimas décadas, la obesidad ha alcanzado proporciones pandémicas 
debido, principalmente, a un cambio global en nuestros hábitos de vida.2 La ingesta de 
alimentos hipercalóricos ricos en grasa, sal y azúcares y de bebidas azucaradas, así como un 
descenso en la actividad física debido al sedentarismo causado por muchas formas de 
trabajo, los nuevos medios de transporte y la creciente urbanización, han provocado un 
rápido incremento en la prevalencia de la obesidad.3,4 De este modo se ha pasado de 
entender la obesidad desde el punto de vista del comportamiento individual a relacionarla 
con factores socio-económicos y ambientales, donde el comportamiento individual se ve 
influenciado por el entorno y del contexto social.1 El incremento de la población obesa no 
solo se observa en los países desarrollados, sino también en aquellos que todavía se 
encuentran en vías de desarrollo.5  
Muchos países en vías de desarrollo actualmente están afrontando una “doble 
carga” de morbilidad.6,7 Mientras continúan lidiando con los problemas de las 
enfermedades infecciosas y la desnutrición, a su vez están experimentando un aumento 
brusco en los factores de riesgo de contraer enfermedades no transmisibles como la 
obesidad y el sobrepeso, en particular en los entornos urbanos.8 No es raro encontrar la 
desnutrición y la obesidad coexistiendo en un mismo país o una misma comunidad, ya que 
los alimentos hipercalóricos suelen ser poco costosos y accesibles.9 
El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor de riesgo de defunción en el mundo, 
y cada año fallecen sobre 2.8 millones de personas adultas como consecuencia de esta 
patología.8 La obesidad está asociada con el incremento del riesgo de padecer distintos 
tipos de enfermedades crónicas, como la resistencia a la insulina (definida como una 
respuesta defectuosa en la señalización de la insulina), diabetes tipo II, hipertensión, 
dislipemia, enfermedades cardiovasculares (ECVs) y algunos tipos de cáncer,10,11 
enfermedades típicamente relacionadas con la edad que pueden aparecer también en 
jóvenes y niños con problemas de sobrepeso y obesidad.12,13  
Como es de esperar, la prevalencia de las enfermedades asociadas a la obesidad 
también se ha incrementado de forma paralela a la incidencia de la obesidad en la 
población: sobre un 80% de los adultos obesos tienen al menos una enfermedad asociada a 




el incremento del riesgo cardiovascular un 3.1% y del riesgo de padecer diabetes tipo II 
entre un 4.5-9%, mientras que la reducción de peso un 11% reduce la mortalidad por 
ECVs y diabetes un 25%.14 
La prevalencia de la obesidad y el sobrepeso es particularmente alta en América, 
donde un 62% de la población tiene sobrepeso y un 26% obesidad, mientras que en el 
sureste asiático se encuentran las menores cifras a nivel mundial (14% con sobrepeso y 3% 
con obesidad).15 
Concretamente en España, según los últimos datos de la Organización Mundial de 
la Salud (OMS), un 53.4% de la población tiene sobrepeso y un 15.6% obesidad, por lo que 
menos de la mitad de la población española tiene un peso normal (Fig. 1).8  
 
 
Figura 1: Representación del porcentaje de adultos con sobrepeso a nivel mundial según el informe más 
actualizado de la OMS.8 
 
Aparte de los factores socioeconómicos y ambientales, existen también diversos 
factores genéticos que parecen estar implicados en la predisposición de padecer obesidad, 
como la deficiencia de determinadas hormonas implicadas en la regulación de la ingesta y la 
homeostasis energética o la deficiencia de sus receptores, aunque estos casos son los menos 
comunes.16–18  
1.1-Definición de la obesidad. 
La obesidad se define como un acúmulo anormal o excesivo de grasa debido, 
principalmente, a un desequilibrio energético entre calorías consumidas y gastadas, y puede 
medirse utilizando el Índice de Masa Corporal (IMC), considerándose que un individuo 
obeso tiene un IMC igual o superior a 30 kg/m2 (Tabla 1).8  
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IMC (kg/m2) Clasificación 
< 18.5 
18.5-24.99 







Tabla 1: Clasificación del IMC según la OMS.8  
El estado de obesidad se clasifica a su vez en tres categorías: obesidad de grado I 
(30-34.9 kg/m2), grado II (35-39.9 kg/m2) y grado III (≥40 kg/m2).15 La Sociedad 
Americana del Corazón (AHA) ha propuesto subgrupos adicionales para considerar la 
rápida expansión de los individuos con obesidad masiva, introduciendo el grado IV (≥50 
kg/m2) y el grado V (≥60 kg/m2).15  
Aunque el IMC es comúnmente utilizado como una medida de adiposidad, es más 
bien una medida del exceso de peso corporal total.19 El sistema de clasificación de IMC se 
obtiene a partir de puntos de corte en la población general, y aunque se correlaciona 
positivamente con el porcentaje de grasa corporal total, no discrimina entre los distintos 
componentes corporales ni describe la distribución de la grasa.20 Así, el IMC tiene algunas 
limitaciones a la hora de estimar el riesgo de padecer enfermedades asociadas a la obesidad 
en personas con poca cantidad de masa muscular y alta cantidad de grasa, y en aquellas con 
elevada cantidad de masa muscular y poca de grasa, donde el IMC no constituye un reflejo 
de la adiposidad.21  
El exceso de grasa abdominal es un factor de riesgo independiente de padecer 
enfermedades asociadas a la obesidad.22 La medida de la circunferencia de la cintura es 
particularmente útil para determinar este riesgo en personas categorizadas como 
normopeso o sobrepeso utilizando el IMC, ya que en personas obesas la circunferencia de 
la cintura no aporta más información que el IMC en cuanto a la asociación de la obesidad 
con sus comorbilidades.22 Se considera que circunferencias abdominales mayores de 102 
cm en varones y 88 cm en mujeres son indicadores de alto riesgo de padecer diabetes, 
dislipemia e hipertensión, así como ECVs asociadas.22  
Otro método empleado para medir la adiposidad es el análisis de impedancia 
bioeléctrica (BIA), una técnica que permite estimar la composición corporal diferenciando 
entre compartimentos corporales de masa magra y masa grasa.23 Es un método sencillo, 
inocuo, reproducible y barato en el que se inyecta una corriente eléctrica alterna de muy 
baja intensidad basándose en el principio de que los tejidos biológicos se comportan como 
conductores de corriente eléctrica (en mayor o menor medida) y /o aislantes, en función de 




cambios bruscos en el contenido hídrico del organismo (retención hídrica o 
deshidratación), lo que puede inducir a errores importantes en la estimación de los 
compartimentos corporales.23 
La resonancia magnética cuantitativa es otra técnica emergente que mide diferencias 
en señales de emisión de átomos de hidrógeno por la grasa, la masa magra y masa libre de 
agua.24 Esta técnica es altamente sensible ante pequeños cambios en la masa grasa en 
comparación con otras técnicas y sería más eficaz a la hora de cuantificar y localizar la 
distribución de la masa grasa.24 
1.2.-Obesidad y enfermedad cardiovascular. 
El IMC elevado está asociado con la aparición de factores de riesgo de ECVs como 
la hipertensión, la dislipemia, la resistencia a la insulina y la diabetes.15 Diversos estudios 
han documentado que el IMC elevado se asocia significativamente, tanto en varones como 
en mujeres, con manifestaciones de ECVs como angina, infarto de miocardio, insuficiencia 
cardiaca o muerte súbita.25  
En general, la obesidad se asocia con un incremento de la tasa de mortalidad, pero 
deben de considerarse los distintos grados de obesidad en la estratificación del riesgo de 
mortalidad.26 En un meta-análisis realizado recientemente donde se incluyen 2.88 millones 
de personas, todos los grados de obesidad combinados en uno solo se asocian con un 
incremento de la tasa de mortalidad.26 Sin embargo, cuando se analizan por separado, la 
obesidad de grado I no se asocia con el incremento del riesgo de mortalidad, comparada 
con los individuos de peso normal.26 Por el contrario, la obesidad severa (grados II y III) sí 
se asocia con el incremento del riesgo de mortalidad.26 
Además, individuos con sobrepeso y obesidad pueden mostrar distintos patrones 
de riesgo cardiovascular en función de la distribución de la grasa corporal.15 El exceso de 
tejido adiposo visceral, independientemente del IMC, se asocia con la aparición de 
anormalidades de origen diabético y aterogénico como la resistencia a la insulina, elevación 
de los triglicéridos y de lipoproteínas de baja densidad (LDL) o disminución de los niveles 
de lipoproteínas de alta densidad (HDL).15 Por el contrario, niveles bajos de tejido adiposo 
visceral y la obesidad subcutánea se asocian con un riesgo bajo de padecer ECVs.15 
En la actualidad, existen numerosas evidencias que apoyan la idea de que el 
acúmulo regional de grasa es más importante a la hora de considerar el riesgo de ECVs que 
el exceso de adiposidad total per se.15 Aunque existen distintas técnicas que nos permiten 
calcular de forma más precisa la cantidad y localización de la grasa corporal, como la 
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resonancia magnética cuantitativa, estas técnicas son caras y no están disponibles para usar 
a gran escala de forma rutinaria.15 De este modo, una buena alternativa es la determinación 
del perímetro de la cintura para discriminar el riesgo de ECVs, ya que no supone costes, es 
fácil de realizar y muestra una asociación razonable con la adiposidad visceral.27,28 La OMS 
ha definido los valores de riesgo de ECVs en cuanto a la circunferencia de la cintura: 94 cm 
en varones y 80 en mujeres implican un riesgo alto, y 102 cm en varones y 88 cm en 
mujeres suponen un riesgo substancialmente alto (Tabla 2).29 
 





Varones ≤102 cm 
Mujeres ≤88 cm 
Circunferencia cintura 
Varones >102 cm 
Mujeres >88 cm 





























Tabla 2: Clasificación del riesgo cardiovascular en función del IMC y la circunferencia de la cintura.25 
 
 El acúmulo crónico de grasa causa adaptaciones a nivel del sistema cardiovascular 
para intentar mantener la homeostasis corporal.15 Dos mecanismos de gran importancia en 
este proceso de adaptación son el incremento del gasto cardiaco (volumen de 
sangre/ventrículo/minuto) y la disminución de la resistencia vascular periférica.15  
El volumen sistólico (volumen de sangre que sale del ventrículo izquierdo durante 
la contracción) es el principal determinante del incremento del gasto cardiaco, y se 
incrementa debido al aumento del volumen de sangre circulante en pacientes obesos para 
satisfacer las necesidades metabólicas en estos estados.15,30 Este aumento del volumen 
sanguíneo contribuye al incremento de la precarga cardiaca (tensión en la pared ventricular 
al final de la diástole), que a largo plazo induce remodelamiento cardiaco mediante el 
ensanchamiento de las cavidades y el incremento de tensión en las paredes, lo cual puede 
conducir al desarrollo de hipertrofia ventricular, principalmente del ventrículo izquierdo.31,32 
El aumento de grosor de las paredes debido a la hipertrofia se acompaña de un descenso 
en la elasticidad ventricular, ligada al incremento de la presión de llenado del ventrículo y 
una consecuente disfunción ventricular, que en determinados casos se podría normalizar 
mediante la pérdida de peso y ejercicio aeróbico.33,34 Al principio del desarrollo de la 




ventriculares y la función sistólica está preservada, en cambio, en estados avanzados de 
hipertrofia la función sistólica se ve alterada.25 Tanto la hipertrofia ventricular como la 
degeneración muscular, el incremento de volumen sanguíneo y las disfunciones sistólicas y 
diastólicas son los principales precursores de la insuficiencia cardiaca (IC) en la obesidad.25 
Además, distintas comorbilidades asociadas con la obesidad pueden predisponer a los 
pacientes obesos a padecer IC , como la hipertensión, la apnea del sueño o la diabetes tipo 
II.25 
Dado que el sobrepeso y la obesidad tienen efectos adversos sobre la estructura 
cardiaca y la función ventricular, no es de extrañar que la prevalencia de la IC se incremente 
de forma marcada en pacientes con obesidad severa.35 En el estudio Framingham, donde 
participaron 5.881 individuos, se demostró que por cada kg/m2 de incremento en el IMC el 
riesgo de IC se incrementaba un 5% en varones y un 7% en mujeres durante un período de 
seguimiento de 14 años.36 En otro estudio realizado en 74 pacientes con obesidad mórbida 
(>40 kg/m2) se observó que casi un tercio tenía evidencias clínicas de IC, y la prevalencia 
de IC se incrementaba rápidamente con el incremento de la duración de la obesidad 
mórbida.37 
1.3.-La paradoja de la obesidad. 
A pesar de los descubrimientos anteriores, el papel de la obesidad en la mortalidad 
por IC es actualmente objeto de controversia, ya que se ha descrito la llamada «paradoja de 
la obesidad», según la cual los pacientes con sobrepeso u obesidad, a pesar de tener mayor 
riesgo cardiovascular, presentan mejor pronóstico ante determinadas patologías.38 Aunque 
todavía se desconocen los mecanismos por los que mejora el pronóstico de los pacientes 
con obesidad, algunos estudios indican que puede tener relación con la proporción de la 
masa magra respecto a la masa grasa, o que la medición de distintos parámetros 
nutricionales podría ser más importante para determinar la relación entre la obesidad y el 
menor riesgo de muerte.39 De forma similar, el beneficio paradójico en cuanto a la 
supervivencia de pacientes obesos con IC también se ha observado en pacientes con 
enfermedad coronaria arterial, en síndromes coronarios agudos o en insuficiencia renal 
crónica.40–43 
Muchos pacientes con sobrepeso y obesidad pueden desarrollar IC de forma 
secundaria como resultado de anormalidades en la función ventricular asociadas a la 
hipertensión y al daño cardiaco.35 Sin embargo, los individuos con peso normal que 
desarrollan IC lo hacen debido a otros mecanismos que pueden tener como resultado una 
peor prognosis.35 Pacientes obesos con IC en edades tempranas tienen una mayor fracción 
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de eyección (disminución del volumen del ventrículo izquierdo en sístole con respecto a la 
diástole) y presión sanguínea, lo que les permite tolerar más medicación cardioprotectiva y 
a dosis más altas.35 Estos factores, y otros, podrían conducir a una presentación de la 
enfermedad de forma menos severa, relacionada con una mejor prognosis en pacientes 
obesos con IC comparada con pacientes con normopeso.35 Algunos trabajos han propuesto 
que la pérdida intencionada de peso debido a dieta y ejercicio es parte de la clave del 
beneficio paradójico de la obesidad.44,45  
Se sugiere que la mejor prognosis de la paradoja de la obesidad ocurre en pacientes 
con sobrepeso u obesidad de grado I.46,47 Algunos estudios apuntan que a partir de un 
determinado grado de obesidad se pierde el efecto protector, de forma que los pacientes 
con obesidad más severa tendrían el mayor índice de mortalidad,48,49 aunque en otros 
























2.-El metabolismo cardiaco. 
 
 La actividad de bombeo que desarrolla permanentemente el corazón necesita de un 
aporte de sustratos energéticos abundante y constante, los cuales se destinan a la 
generación de adenosín trifosfato (ATP) en la cadena respiratoria mitocondrial.51 Las 
mitocondrias ocupan un tercio del volumen celular de los cardiomiocitos, convirtiéndolos 
en el tipo celular con mayor contenido de mitocondrias.52 En el adulto normal, el corazón 
sintetiza diariamente alrededor de 70 veces su peso en ATP, lo cual es equivalente a unos 
30 kg.51 El contenido de ATP cardiaco es relativamente bajo (5 µmol/g) y su tasa de 
hidrólisis muy elevada (~30 µmol/g/min en reposo), por lo que los niveles de ATP 
miocárdico se renuevan completamente cada 10 segundos.53 De esta manera, cualquier 
alteración en el balance de producción/consumo de ATP puede inducir el desarrollo y 
progresión de diversas patologías cardiacas.54 
 Aunque el aporte constante de sustratos del torrente sanguíneo es primordial para 
la producción de ATP mitocondrial, en los últimos años se ha reconocido que los 
metabolitos generados tanto a partir de rutas productoras como de las no productoras de 
ATP se pueden convertir en importantes reguladores de la función de los cardiomiocitos.52  
2.1.-Componentes del metabolismo cardiaco. 
 El corazón es capaz de utilizar una gran variedad de sustratos energéticos, 
incluyendo los carbohidratos (20%), los lípidos (70%), los aminoácidos y los cuerpos 
cetónicos, en función de la situación fisiológica del individuo.52 Los distintos sustratos 
energéticos, mediante sus vías catabólicas específicas, convergen en la formación de Acetil-
CoA, que se incorpora en el ciclo de Krebs.52 El paso final de transferencia de energía se 
realiza mediante la fosforilación oxidativa, proporcionando más de un 95% del ATP 
consumido por el corazón (Fig. 2).52 En el corazón normal, las mitocondrias son 
abastecidas principalmente por Acil-CoA y piruvato , que son los metabolitos primarios de 
los ácidos grasos y los carbohidratos respectivamente.52 La entrada de Acil-CoA en la 
mitocondria es un proceso finamente regulado, con un paso limitante a nivel de la acción 
de la carnitín palmitoil transferasa 1 (CPT1), y la oxidación del piruvato está también 
controlada por la acción de la piruvato deshidrogenasa (PDH), por lo que la regulación de 
ambas rutas metabólicas se consigue principalmente mediante la modulación de la actividad 
de CPT1 y PDH.55 En cambio, otros sustratos como el lactato, los cuerpos cetónicos o los 
aminoácidos, pueden entrar en la mitocondria directamente para ser oxidados.52 El 
metabolismo de los cuerpos cetónicos da lugar a Acetil-CoA, mientras que el de los 
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aminoácidos conduce a la formación de cetoácidos, que son posteriormente metabolizados 
para entrar en el ciclo de Krebs52 (Fig. 2). La contribución de los cuerpos cetónicos y los 
aminoácidos al total del metabolismo oxidativo cardiaco es considerada menor debido a la 
baja disponibilidad de estos sustratos en condiciones fisiológicas normales.52 
 
 
Figura 2: Metabolismo cardiaco en distintas situaciones fisiológicas. Las cajas de colores indican para cada 
ruta metabólica las situaciones fisiológicas y patológicas en las que los distintos sustratos contribuyen de 
forma preferente al metabolismo cardiomiocitario. ATGL: triacilglicerol lipasa, DGAT: diacilglicerol 
aciltransferasa, CPT1: carnitín palmitoil transferasa 1, PDH: piruvato deshidrogenasa, TAG: triacilglicerol.52  
 
2.2.-Cambios en la utilización de sustratos energéticos a nivel cardiaco. 
Desde hace años se considera que los ácidos grasos son el sustrato energético 
predominante para el miocardio adulto normal, suponiendo aproximadamente un 70% del 
ATP producido a nivel cardiaco,56 lo cual es razonable ya que la oxidación de ácidos grasos 
aporta más energía que los demás sustratos. Por ejemplo, la oxidación de una molécula de 
ácido palmítico produce 129 moléculas de ATP, mientras que una molécula de glucosa 
produce solo 36.57 Además, el tejido adiposo es la principal forma de almacenamiento de 
energía albergando entre 90.000-225.000 kcal, lo que supone 100 veces más que los 





































Sin embargo, el metabolismo cardiaco es altamente flexible a la hora de utilizar 
otros sustratos metabólicos cuando se encuentran en abundancia.52 Por ejemplo, la 
oxidación de lactato se convierte en la ruta metabólica predominante durante la realización 
de ejercicio debido al incremento de la producción de lactato por el músculo esquelético.58 
El ayuno prolongado o una dieta cetogénica incrementan los niveles en sangre de cuerpos 
cetónicos, que son utilizados por el corazón como fuente de energía.59 En situaciones de 
elevado aporte de carbohidratos, como tras la ingesta de comidas con alto contenido en 
carbohidratos, el ratio ácidos grasos/glucosa como sustrato energético principal se desplaza 
hacia la utilización de glucosa debido al incremento de la insulina postprandial, que facilita 
la captación y el metabolismo de la glucosa a nivel cardiaco, convirtiéndose en el principal 
sustrato energético alcanzando el 60-70%.57 La insulina también induce la captación de 
ácidos grasos, pero al contrario que la glucosa, solo se metaboliza el 20% de los ácidos 
grasos captados, de modo que el exceso se almacenan en forma de lípidos.57 Estas 
observaciones apoyan el concepto de flexibilidad metabólica, el cual le confiere al corazón 
la ventaja de poder proveerse de forma adecuada de ATP para su contracción continua 
ante diferentes situaciones fisiológicas.52  
Además de la disponibilidad de los distintos sustratos, existen mecanismos 
complejos de regulación del metabolismo cardiaco que contribuyen a su flexibilidad 
metabólica a distintos niveles, como la regulación transcripcional y las modificaciones post-
traducionales de proteínas clave relacionadas con cada ruta metabólica, así como también 
regulaciones alostéricas por los propios sustratos o sus metabolitos.52 Por ejemplo, la 
regulación transcripcional por parte del coactivador 1 α del receptor γ activado por el 
proliferador perixosomal (PPAR-γ) (PGC1-α) de proteínas de la ruta de oxidación de los 
ácidos grasos es el principal mecanismo implicado en la transición de la utilización de 
glucosa en el corazón fetal al metabolismo oxidativo de ácidos grasos en el corazón 
adulto.60 Aunque la regulación transcripcional contribuye al establecimiento de una ruta 
metabólica, son las modificaciones post-traducionales las que regulan los flujos, de modo 
que la fosforilación e inactivación de PDH por la piruvato deshidrogenasa kinasa 4 
(PDHK4) juega un papel importante en el cambio de utilización de sustrato entre la 
glucosa y los ácidos grasos en el corazón.61  
Defectos en el metabolismo energético cardiaco. 
En determinadas situaciones patológicas como la diabetes o la hipertrofia se cree 
que existe una situación de inflexibilidad metabólica que contribuye de forma significativa a 
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la etiología de la disfunción contráctil del corazón, donde existe un incremento de la 
captación de ácidos grasos,62 conduciendo a un acúmulo de lípidos tóxicos para el corazón 
que pueden alterar las estructuras celulares y activar cascadas de señalización que inducen 
cardiotoxicidad.63 Así, se ha visto que el incremento de la dependencia de ácidos grasos 
como sustrato energético para la producción de energía induce un empeoramiento de la 
función contráctil, ya que requieren mayores cantidades de oxígeno para la producción de 
ATP en comparación con la glucosa.62 Recientemente se ha implicado a los ácidos grasos, 
el diacilglicerol y las ceramidas en la aparición de cardiotoxicidad, moléculas que podrían 
causar apoptosis, defectos en la señalización de la insulina o estrés del retículo 
endoplasmático en los cardiomiocitos.63  
En los últimos años se han descrito numerosos defectos del metabolismo cardiaco 
en situaciones patológicas como la hipertrofia ventricular izquierda,64 la isquemia 
miocárdica65 o la insuficiencia cardíaca.66 En la hipertrofia miocárdica se produce una 
situación de aceleración de la glucolisis sin ningún incremento asociado en la tasa de 
oxidación de la glucosa, lo que conlleva un desacoplamiento entre ambos componentes del 
metabolismo de la glucosa y un acúmulo de protones y lactato en el miocardio.64 En la 
isquemia miocárdica moderada ocurre un cambio en la utilización de ácidos grasos a 
glucosa, a pesar de la presencia de mayores niveles de ácidos grasos libres. Sin embargo, 
existe una disfunción progresiva en la oxidación del piruvato, que también da lugar a un 
acúmulo de protones y lactato en el corazón.65 Finalmente, la insuficiencia cardíaca 
moderada está asociada con la disminución progresiva de la tasa de oxidación de ácidos 
grasos, correlacionándose con la severidad de la disfunción sistólica y, posteriormente, 
produciendo una disminución de la capacidad oxidativa de las mitocondrias. Al principio 
del desarrollo de la insuficiencia cardiaca se tiende a incrementar la utilización de la glucosa, 












3.-Regulación de la ingesta. 
3.1.- Homeostasis energética. 
El metabolismo energético se define como el conjunto de procesos y reacciones 
físico-químicas implicadas en la obtención y transformación de energía a partir de la ingesta 
de alimentos para el mantenimiento de las funciones vitales en las células.67 El organismo 
destina esta energía fundamentalmente a tres componentes: el metabolismo basal, la 
actividad física y la generación de calor.67 El control del balance energético a través del 
apetito y de la termogénesis, así como la estabilidad de la composición corporal, se lleva a 
cabo con la participación del sistema nervioso y determinados neuropéptidos (como el 
neuropéptido Y o las melanocortinas),67,68 de forma que el cerebro responde ante señales 
circulantes que informan acerca del estado nutricional modulando el metabolismo y/o la 
sensibilidad a la insulina en distintos órganos, como el hígado, el músculo esquelético o el 
tejido adiposo, a través del sistema nervioso autónomo.68 De esta forma el cerebro regula el 
balance entre la ingesta de nutrientes, el gasto energético y el acúmulo de reservas, 
manteniendo el peso corporal dentro de un rango estrecho y constante.68 
Tras la ingesta, la presencia de nutrientes en el aparato digestivo desencadena la 
secreción de péptidos como la colecistoquinina (CCK), o el péptido YY 3-36 (PYY), que 
activan neuronas aferentes del nervio vago y del sistema simpático para proporcionar 
información acerca del estado nutricional a nivel cerebral e inducir la supresión de la 
ingesta.14,69–71  
Algunos péptidos, como por ejemplo la insulina o la grelina, secretados 
fundamentalmente por el páncreas y el estómago respectivamente, pueden actuar también 
directamente a nivel cerebral activando determinadas neuronas, a través de la unión a sus 
receptores específicos, y ejerciendo un efecto directo sobre la regulación la ingesta72,73 (Fig. 
3). A este mecanismo de regulación se le conoce como eje cerebro-intestinal.74  
Además de la respuesta a péptidos/hormonas circulantes que reflejan el estado 
energético corporal, el cerebro también es sensible ante cambios en la concentración de 
glucosa en sangre.68 En 1950, la teoría glucostática de Jean Mayer postulaba la existencia de 
receptores de glucosa en el hipotálamo y otras regiones implicadas en el control de la 
ingesta, y sugería que los niveles plasmáticos de glucosa activaban dichos receptores, de 
forma que un incremento en el consumo de glucosa desencadenaba el inicio de la ingesta.68 
En la actualidad se ha descrito la existencia de neuronas especializadas como sensoras de 
glucosa en determinadas regiones del cerebro implicadas en la regulación de la homeostasis 
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energética, como el hipotálamo, el núcleo del tracto solitario o la amígdala.68,75 Las neuronas 
sensoras de glucosa se definen como neuronas que alteran la frecuencia de sus potenciales 
de acción en respuesta a cambios de los niveles de glucosa en el espacio intersticial para 
participar así en la regulación de la respuesta a la hipoglucemia.68 De forma general, se 
clasifican como neuronas excitadas o inhibidas por glucosa, dependiendo de si sus 
potenciales de acción se incrementan o disminuyen respectivamente en respuesta a las 
concentraciones extracelulares de glucosa a nivel local.76 El papel de las neuronas sensoras 
de glucosa es esencial para una correcta homeostasis de la glucosa a nivel corporal, aunque 
el mecanismo exacto mediante el cual realizan esta función no se conoce con claridad.76 
3.2.-Sistema de las melanocortinas/NPY. 
El hipotálamo es el principal centro nervioso que controla la homeostasis 
energética.77–79 En el núcleo arcuato (ARC), adyacente al tercer ventrículo, existen dos 
grupos interconectados de neuronas directamente implicadas en el control del apetito: por 
un lado las neuronas que liberan neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con 
agoutí (AgRP) (neuronas NPY/AgRP), los cuales promueven la ingesta, y por otro las 
neuronas que secretan proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por cocaína-
anfetamina (CART) (neuronas POMC/CART), con efectos anorexigénicos.14,80,81 El 
procesamiento proteolítico de POMC por prohormona convertasas da lugar a un conjunto 
de péptidos conocidos como melanocortinas, las cuales ejercen sus efectos a través de la 
familia de los receptores de melanocortinas, siendo los más importantes los receptores de 
melanocortina 3 y 4 (MC3R y MC4R).18,82–84 Entre las melanocortinas se encuentran la 
hormona estimulante de melanocitos α (MSH-α), MSH-β, MSH-γ y la corticotropina 
(ACTH).82  
Los axones de las neuronas POMC/CART y NPY/AgRP se proyectan hasta 
neuronas de segundo orden localizadas en parte en el núcleo paraventricular (PVN), donde 
se liberan los péptidos anorexigénicos hormona liberadora de tirotropina (TRH), hormona 
liberadora de corticotropina (CRH) y oxitocina gracias a la acción de las melanocortinas y 
CART, y en parte en el área lateral hipotalámica (LHA) y el área perifornical (PFA), donde 
se producen los péptidos orexigénicos hormona concentradora de melanina (MCH) y 
orexina gracias a la acción de NPY y AgRP.14,80,85 Existe un mecanismo que impide que 
ambas vías puedan estar activadas a la vez, de forma que las neuronas NPY/AgRP secretan 




inhibiéndolas directamente, el AgRP actúa como antagonista de los receptores de 
melanocortinas y CART bloquea la respuesta orexigénica producida por NPY86–90(Fig. 3). 
 
 
Figura 3: Esquema del sistema de las melanocortinas/NPY.14,91 
 
Además de su papel como principal mecanismo regulador de la ingesta, el sistema 
de las melanocortinas se ve implicado en otros procesos biológicos, como la regulación de 
la termogénesis,92–94 el gasto energético y la lipolisis,67,92,95,96 el control de la actividad del 
sistema nervioso autónomo,95,97,98 la liberación y sensibilidad a la insulina,80,97 la liberación 
de grelina99 o la regulación de la presión sanguínea.100–102 
3.3.-Papel de la insulina y la grelina en la regulación de la ingesta. 
Insulina. 
Tras la ingesta, los niveles de glucosa en sangre estimulan la liberación de insulina 
por el páncreas, la cual actúa a nivel hipotalámico regulando el control del apetito y la 
homeostasis energética a través de la unión a sus receptores (INSR), que se localizan en el 
núcleo ARC en las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART.73,103 La insulina estimula las 
neuronas POMC/CART, promoviendo la anorexia, e inhibe las neuronas NPY/AgRP, 
reduciendo a su vez la inhibición de las neuronas POMC/CART por el GABA y la 
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Figura 4: Acción de la insulina sobre el sistema de las melanocortinas/NPY.14,89,91 
 
La señalización intracelular de la insulina a nivel del sistema nervioso central (SNC) 
es comparable a la que ocurre en sus tejidos diana periféricos.105 El INSR es un receptor 
con actividad tirosín-kinasa, de forma que su activación tras la unión de insulina no solo 
produce la fosforilación en tirosinas del receptor sino también en otras proteínas clave en 
su señalización, como el sustrato del receptor de insulina (IRS), la cual a su vez 
desencadena una casada de fosforilación que activa la ruta se señalización de la 
fosfoinositol-3-fosfato kinasa (PI3K) y de la proteín kinasa B (PKB/AKT), promoviendo 
la movilización de los receptores de glucosa (GLUTs) hacia la membrana plasmática para 
incrementar la captación de glucosa, rutas anabólicas como la síntesis de glucógeno, y la 
viabilidad celular105 (Fig. 5). 
En circunstancias metabólicas en las que los niveles de insulina son bajos, como en 
los períodos de ayuno, la señalización de la insulina se ve disminuida, por lo que la ingesta y 





























Figura 5: Ruta de señalización intracelular de la insulina. IRS: sustrato del receptor de insulina; S: serina; Y: 
tirosina; PH: dominio homólogo de pleckstrina del IRS; SHC: domino homólogo 2 de Src; GRB2: proteína 
unida al receptor del factor de crecimiento 2; ERK1/2: kinasa regulada por señales extracelulares; PIP2: 
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato; PDK1: proteín kinasa 1 dependiente de 
fosfoinosítido; PKB/AKT: proteín kinasa B; mTOR: diana de rapamicina de mamíferos; GSK3: glucógeno 
sintasa kinasa 3; GS: glucógeno sintasa; AS160: sustrato de AKT de 160 kDa; Rab; geranilgeranil transferasa 
beta; GDP: guanosina difosfato; GTP: guanosina trifosfato; aPKC: proteín kinasa C atípica.106 
Grelina. 
La grelina fue descubierta en 1999 por Kangawa y Kojima como un péptido de 28 
aminoácidos capaz de estimular la liberación de la hormona de crecimiento (GH).107 Actúa 
como ligando endógeno del receptor secretagogo de la hormona de crecimiento, que 
posteriormente pasaría a llamarse receptor de grelina (GRLNR), el cual se expresa en el 
SNC y en órganos periféricos como la glándula pituitaria, las terminaciones aferentes del 
nervio vago, el páncreas, el bazo, el miocardio, el tejido adiposo, la tiroides, la glándula 
adrenal y las neuronas mientéricas gástricas.108 Aparte de sus efectos sobre la liberación de 
GH, grelina también es una molécula reguladora del apetito, actuando como una hormona 
estimuladora de la ingesta.107 La grelina se expresa y secreta principalmente en las células 
X/A de la glándula oxíntica del estómago y es la única molécula orexigénica producida a 
nivel periférico con efectos a nivel central conocida en la actualidad, transfiriendo 
información desde el estómago hasta el hipotálamo.14,108 Se ha identificado la producción de 
pequeñas cantidades de grelina en el intestino, el páncreas, los riñones, el sistema inmune, 
la placenta, los testículos, la glándula pituitaria, los pulmones y el hipotálamo.109 Los niveles 
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circulantes de grelina se incrementan antes de las comidas y caen tras la ingesta, sugiriendo 
un papel significativo de la grelina en la iniciación de la ingesta.107  
La grelina liberada en el estómago activa las terminaciones aferentes del nervio vago, 
el cual, estimula la producción de grelina en determinadas neuronas a nivel 
hipotalámico.14,90 La grelina producida a nivel hipotalámico se une a sus receptores 
específicos en las neuronas productoras de NPY/AgRP estimulando la producción de 
dichos péptidos y la ruta de iniciación de la ingesta, ejerciendo un efecto opuesto al de la 
insulina109 (Fig. 6).  
 
Figura 6: Acción de la grelina sobre el sistema de las melanocortinas/NPY.14,90,91 
También se sugiere que la grelina existente en la circulación sanguínea podría unirse 
directamente a sus receptores a nivel hipotalámico, pero el mecanismo por el cual la grelina 
cruza la barrera hematoencefálica todavía no está claro.109 La unión de la grelina a su 
receptor desencadena una cascada de señalización intracelular que implica la fosforilación y 
activación de la proteín kinasa dependiente de adenosín monofosfato (AMP) (AMPK), la 
cual a su vez disminuye los niveles de malonil-CoA al fosforilar e inhibir la actividad de la 
acetil-CoA carboxilasa (ACC).110 El descenso de los niveles intracelulares de malonil-CoA 
inducen la activación de la carnitín palmitoil transferasa 1(CPT1), incrementando así el 
transporte de ácidos grasos de cadena larga (AGCL) hacia la mitocondria para ser 
oxidados.110 Existen numerosos estudios que sugieren que el metabolismo lipídico a nivel 
hipotalámico es un mecanismo crucial de la regulación de la homeostasis energética,81 de 






























inhibición de la síntesis de NPY y AgRP, mientras que estimula la síntesis de 
melanocortinas y CART.111 Así, el descenso de los niveles intracelulares de AGCL por la 
señalización de la grelina resulta en el incremento de la ingesta al incrementar la expresión 
del NPY110 (Fig. 7).  
 
Figura 7: Cascada de señalización intracelular de la grelina.110 
 
En general, AMPK estimula las rutas catabólicas, como la glucolisis y la oxidación 
de ácidos grasos, e inhibe las rutas anabólicas, como la gluconeogénesis y la síntesis de 
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4.-El tejido adiposo: distribución y funciones principales. 
El tejido adiposo es vital para la vida de los mamíferos.113 Constituye el principal 
órgano de reserva de energía y de generación de calor.114 Cuando existe un exceso de 
nutrientes, el tejido adiposo almacena energía en forma de triglicéridos, los cuales durante 
el período de ayuno postprandial son movilizados por lipolisis para dar lugar a la liberación 
de ácidos grasos libres que pueden ser utilizados por otros órganos para la generación de 
energía y la producción de calor.114 Existen dos tipos de tejido adiposo: el tejido adiposo 
pardo y el tejido adiposo blanco, los cuales no solo tienen diferentes funciones sino 
también distinta localización.114  
Tejido adiposo pardo. 
El tejido adiposo pardo es considerado principalmente un órgano termogénico, de 
forma que en vez de acumular lípidos como reversa energética los quema para la 
producción de calor y el mantenimiento de la temperatura corporal.115,116 Los adipocitos 
pardos acumulan triglicéridos en múltiples vesículas citoplasmáticas para poder 
consumirlos en grandes cantidades en el proceso de generación de calor.117 Una 
característica de este tejido es la expresión de la proteína termogenina (UCP1), la cual 
desacopla la respiración mitocondrial de la formación de ATP resultando en la disipación 
de energía en forma de calor, proceso conocido como termogénesis sin escalofríos.115,118  
 
 
Figura 8: Corte histológico de tejido adiposo pardo y blanco. Tejido adiposo subcutáneo de ratón en una 
zona donde ambos tipos de tejidos están muy próximos. El tejido adiposo pardo se corresponde con el 
marcaje positivo de UCP1, mientras que el tejido adiposo blanco es negativo.119 
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Además está altamente vascularizado e inervado, de forma que se encuentra 
finamente regulado por el sistema nervioso simpático para mantener la temperatura 
corporal, respondiendo ante situaciones de exposición al frío y al ejercicio.117  
 El tejido adiposo pardo se desarrolla durante el período de gestación, alcanzando su 
pico máximo en el nacimiento.120 Se localiza en la parte de atrás del cuello, el esternón, las 
zonas supraclaviculares, intraescapulares, periaórticas y perirrenales.118,121,122 En los recién 
nacidos, el tejido adiposo pardo constituye aproximadamente el 5% del peso corporal y 
juega un papel muy importante en el mantenimiento de la temperatura corporal ante el 
cambio de temperatura entre el ambiente uterino y el externo.120 Aunque en el resto de 
mamíferos persiste, en humanos ya durante la infancia el tejido adiposo pardo es 
reemplazado por el tejido adiposo blanco casi por completo, de forma que hasta hace poco 
se creía que regulaba la temperatura y el metabolismo lipídico solo en recién nacidos.118 
Estudios recientes han mostrado que los adultos poseen una cantidad sustancial de tejido 
adiposo pardo metabólicamente activo en las regiones supraclaviculares y del cuello, y 
también en localizaciones paravertebrales, periaórticas y perirrenales.121,122 Se ha visto la 
existencia de una correlación inversa entre el IMC y la actividad del tejido adiposo pardo en 
adultos, por lo que en los últimos años este tejido ha despertado un gran interés en el 
estudio de la obesidad.121,123 
Tejido adiposo blanco. 
El tejido adiposo blanco es el principal componente del conjunto del tejido adiposo 
y almacena la mayor parte de la grasa corporal total.114 Se localiza de forma dispersa por 
todo el cuerpo, siendo su principal lugar de acúmulo la zona intraabdominal o visceral y la 
zona subcutánea.114 Existen otros depósitos de tejido adiposo blanco de menor tamaño, 
como la grasa muscular, epicárdica, perivascular y renal,114 aunque también se pueden 
encontrar depósitos grasos en la médula ósea y en pulmón124 (Fig. 9).  
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Figura 9: Distribución corporal de los principales depósitos del tejido adiposo.125 
 
El principal componente celular del tejido adiposo blanco son los adipocitos, que se 
mantienen unidos por un tejido conectivo laxo que está adecuadamente vascularizado e 
inervado.126 Pero además contiene macrófagos, linfocitos, fibroblastos, células progenitoras 
y células endoteliales125,126 (Fig. 10).  
 
 
Figura 10: Componentes del tejido adiposo blanco.125 
 
Funciona como un almacén energético que se incrementa cuando existe un exceso 
de energía, incrementando no solo el tamaño sino también el número de adipocitos, y se 
reduce cuando la energía es limitada, jugando un papel muy importante en el 
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nivel sistémico.116,127,128 El incremento de los niveles de insulina, glucosa y lípidos durante 
las comidas estimulan la formación de triglicéridos y su almacenaje en el hígado y el tejido 
graso.128 Por el contrario, el descenso de la insulina en períodos de ayuno estimula la rotura 
de glucógeno y la lipolisis, a través de la activación del sistema nervioso simpático y del 
incremento de la síntesis de glucagón, catecolaminas y glucocorticoides.128 De esta forma, la 
rotura de glucógeno durante el ayuno mantiene un aporte de glucosa suficiente para el 
funcionamiento del cerebro y los órganos vitales, mientras que los ácidos grasos liberados 
por lipolisis durante el ayuno son parcialmente oxidados por el músculo esquelético y el 
hígado, generando cuerpos cetónicos que sirven como sustrato energético alternativo 
cuando los niveles de glucosa son bajos.128  
4.1.-El tejido adiposo blanco como órgano endocrino. 
El almacén de energía en exceso a largo plazo puede conducir al desarrollo de 
obesidad y a la aparición de enfermedades asociadas, como la resistencia a la insulina o 
inflamación subclínica crónica, debido a una función patológica del tejido adiposo.127 En 
concreto, los macrófagos parecen contribuir de forma importante en la aparición de la 
resistencia a la insulina, ya que el tejido adiposo en situaciones de obesidad presenta una 
mayor infiltración de macrófagos, los cuales secretan distintos tipos de citoquinas 
proinflamatorias que interfieren en la ruta de señalización de la insulina, como por ejemplo 
el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la interleukina 6 (IL-6) o la interleukina 1 (IL-1), 
entre otras.129 De este modo, la visión tradicional del tejido adiposo como únicamente un 
reservorio pasivo de energía ya no es válida.130  
En la actualidad sabemos que tanto los propios adipocitos como el resto de los 
componentes celulares del tejido adiposo (principalmente los macrófagos) secretan una 
gran variedad de proteínas y factores de secreción conocidos comúnmente como 
adipokinas, las cuales actúan tanto a nivel local de forma autocrina/paracrina, como a nivel 
sistémico de forma endocrina, regulando una gran variedad de procesos biológicos.131–134 
Las adipokinas juegan un papel importante en la regulación del apetito, la distribución de la 
grasa corporal, la sensibilidad y secreción de la insulina, el gasto energético, la inflamación, 
la presión sanguínea o la función endotelial.135 Asimismo, tienen importantes efectos a nivel 
sistémico en órganos diana como el cerebro, el hígado, el músculo, la vasculatura, el 
corazón o el páncreas,135 de forma que su patrón de secreción refleja la función del tejido 
adiposo y parece ser importante para determinar el riesgo individual de desarrollar 
comorbilidades metabólicas y cardiovasculares asociadas a la obesidad.136–138  
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En la obesidad se produce una situación de disfunción y de inflamación crónica del 
tejido adiposo, debida principalmente a la secreción de citokinas proinflamatorias por parte 
de los macrófagos,113,125 que altera la red de producción/señalización de las adipokinas, 
originando un patrón de secreción alterado que conlleva importantes consecuencias a nivel 
metabólico y que va a contribuir a la aparición de condiciones patológicas como son la 




Figura 11: Algunas de las funciones biológicas de las principales adipokinas y otros productos de secreción 
del tejido adiposo.116,140 
 
El tejido adiposo blanco se distribuye a través de distintos tipos de depósitos grasos 
en el cuerpo que de forma general se pueden clasificar como depósitos de grasa subcutánea 
y depósitos de grasa visceral,141 que son diferentes en cuanto a su composición celular, su 
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micro-vasculatura, su inervación, sus características metabólicas, su matriz extracelular y sus 
productos de secreción.142 Diversos estudios han mostrado diferencias de expresión génica 
en cultivos de adipocitos procedentes de distintas localizaciones,143,144 sugiriendo que los 
adipocitos de los distintos depósitos grasos son diferentes y que su patrón de expresión 
génica puede contribuir a las diferencias observadas entre las distintas distribuciones del 
tejido graso, a los distintos tipos de obesidad o al desarrollo de desórdenes metabólicos.145 
Aunque estas diferencias de expresión génica son sutiles, los distintos depósitos grasos 
varían de forma marcada en cuanto a su estructura, composición, metabolismo e impacto 
sobre los órganos vecinos, sugiriendo que cada subdepósito de tejido adiposo se podría 
considerar como un mini-órgano que actuaría de forma única en sus localizaciones 
específicas.146  
Tejido adiposo visceral y subcutáneo. 
El acúmulo de grasa visceral supone hasta un 10-20% de la grasa total en varones, y 
sobre un 5-8% en mujeres, incrementándose con la edad en ambos sexos.147 El tejido 
adiposo visceral se encuentra recubriendo el abdomen, envolviendo al intestino y al 
estómago, e incluye la grasa mesentérica, omental y retroperitoneal, mientras que el tejido 
adiposo subcutáneo se encuentra debajo de la piel, principalmente en la zona de los 
glúteos, caderas y piernas.141 Debido a su localización, la sangre venosa del tejido adiposo 
visceral se drena directamente hasta el hígado a través de la vena porta, mientras que el 
tejido subcutáneo lo hace a través de venas sistémicas.141 El drenaje portal proporciona al 
hígado acceso directo a ácidos grasos libres y adipokinas secretadas por la grasa visceral, las 
cuales activan mecanismos de inmunidad a nivel hepático con la producción de mediadores 
inflamatorios como la proteína C reactiva (CRP).148,149 La proporción y función de los 
principales componentes celulares también es distinta entre ambos tejidos.141 El tejido 
adiposo visceral contiene un mayor número de adipocitos que el tejido subcutáneo y de 
mayor tamaño.149,150 A medida que los adipocitos se hacen más grandes, se vuelven 
disfuncionales, incrementando su capacidad lipolítica con el consecuente incremento de 
ácidos grasos libres en sangre, y adquiriendo resistencia frente al efecto antilipolítico de la 
insulina, lo que finalmente induce la proliferación de células musculares lisas, la alteración 
de los niveles circulantes de LDL y HDL y disfunción endotelial.78,122,123 En el tejido 
adiposo visceral existe además una mayor infiltración de macrófagos y linfocitos T, lo que 
produce un desequilibrio del patrón de producción de adipokinas y participando en el 
desarrollo de la resistencia a la insulina.113,126,153–155  
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El incremento de los depósitos grasos ocurre debido al mayor acúmulo de lípidos y 
al aumento de tamaño de los adipocitos (hipertrofia), así como también al aumento del 
número de adipocitos (hiperplasia).156 Estudios realizados en animales muestran que la 
hiperplasia ocurre en dos pasos: un incremento del número de pre-adipocitos y la 
diferenciación a adipocitos maduros.156 La inducción de la hipertrofia o la hiperplasia 
debido al desequilibrio energético varía en función del depósito graso. Por ejemplo, 
mujeres con mayor cantidad de grasa subcutánea presentan tanto hipertrofia como 
hiperplasia en esta localización, mientras que el incremento de la grasa visceral es debido 
principalmente a la hipertrofia.157 Los cambios asociados a la hipertrofia parecen ser los 
responsables del inicio de la disfunción adipocitaria, relacionándose con el incremento de la 
secreción de adipokinas proinflamatorias158 e incrementando el riesgo de desarrollar 
patologías como la diabetes tipo II.159 Los distintos depósitos grasos difieren en la 
distribución del tamaño de sus adipocitos, sugiriendo que esa diferencia podría ser debida 
en parte a las diferencias funcionales entre el tejido adiposo visceral y el subcutáneo.160 De 
este modo, se ha visto que la hipertrofia en el tejido adiposo visceral, pero no en el 
subcutáneo, se asocia con un mayor perfil lipídico aterogénico,161 así como también se ha 
visto que numerosos aspectos funcionales de la actividad de los adipocitos se relacionan 
con el tamaño de los mismos.158,160 
Tejido adiposo epicárdico y perivascular. 
 El tejido adiposo epicárdico es un depósito de grasa visceral localizado entre el 
pericardio (membrana que rodea el corazón) y el miocardio (tejido muscular cardiaco) sin 
ninguna estructura que lo separe del miocardio. Se trata de un tejido con propiedades 
especiales que lo distinguen de otros depósitos de grasa visceral, ya que comparte el 
suministro sanguíneo con el miocardio al no existir ninguna estructura que lo separe ni de 
este tejido ni de las arterias coronarias162, de modo que puede permitir la infiltración de los 
adipocitos hacia el miocardio, o incluso la infiltración de triglicéridos en los miocitos.163 Su 
papel en la fisiología cardiaca todavía no se conoce con exactitud, pero se ha sugerido su 
implicación en procesos como la protección contra la torsión ocasionada por la presión 
sanguínea en las arterias y la contracción cardiaca,164 la regulación de la homeostasis de los 
ácidos grasos en la microcirculación coronaria165 y la neuroprotección de ganglios y nervios 
autónomos cardiacos.162 Se ha visto que la obesidad conlleva un incremento en el 
contenido de grasa epicárdica, y varios estudios sugieren que el incremento de este depósito 




cardiaca,164 fibrilación auricular166 y disfunción sistólica.167 Además, la infiltración de grasa 
en el tejido cardiaco puede causar daños que darían lugar al desarrollo de insuficiencia 
cardiaca, y se ha sugerido que el acúmulo progresivo de grasa entre las fibras musculares 
causan la degeneración de los miocitos.15  
A pesar de que este tejido tiene un tamaño pequeño comparado con otros 
depósitos grasos, la estrecha relación anatómica que tiene con el corazón sugiere que la 
liberación de adipokinas podría participar en la regulación de sus funciones.168–171 De hecho, 
se ha visto que la expresión de adiponectina en el tejido adiposo epicárdico se encuentra 
disminuida en pacientes con hipertensión172 y alteraciones metabólicas.170 
 Las arterias coronarias, y prácticamente todas las arterias, se encuentran rodeadas 
por una cantidad significativa de tejido adiposo, constituyendo el tejido adiposo 
perivascular, que actúa como soporte mecánico atenuando la tensión y torsión vascular, y 
participando en el remodelamiento de los vasos sanguíneos.164 La grasa perivascular actúa 
como una fuente de adipokinas y factores de secreción que actúan de forma paracrina y/o 
vasocrina.164 La grasa perivascular puede actuar de forma local como una fuente de energía 
y también como un amortiguador contra los niveles tóxicos de ácidos grasos libres en la 
circulación arterial,165 y se ha visto que, por ejemplo, la adiponectina y otros factores de 
secreción adipocitarios pueden ser secretados por la grasa perivascular para disminuir la 
respuesta contráctil frente a agentes vasocontrictores, ejerciendo por tanto un efecto 
protector antihipertensivo mediante mecanismos dependientes e independientes de la 
contracción del endotelio vascular.173,174 
 En resumen, se ha propuesto que la existencia de tejido adiposo a nivel epicárdico 
podría tener un papel cardiaco protector, sin embargo, el aumento de volumen de este 
tejido (a menudo presente en estados de obesidad) se ha asociado también al desarrollo de 
obstrucción coronaria.164  
4.2.-Principales adipokinas y hormonas metabólicas. 
Leptina: En los años 50, Doug Coleman inició los estudios sobre la leptina 
mientras trabajaba en los laboratorios Jackson (Mount Desert Island, Maine, EEUU)175 con 
dos líneas de ratones que presentaban mutaciones espontáneas autosómicas recesivas.176,177 
Estos ratones desarrollaban obesidad severa y diabetes: ratones ob/ob y ratones db/db 
respectivamente, que posteriormente serían preciados modelos animales para el estudio de 
ambas patologías.178 En sus estudios, Coleman identificó un factor circulante que regulaba 
la homeostasis energética y de la glucosa, y que estaba ausente en los ratones ob/ob.73 Por 
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otro lado, dicho factor aparecía en exceso en los ratones db/db, aunque eran resistentes 
debido a la ausencia de su receptor o al mal funcionamiento de su ruta de señalización.73 
La leptina fue identificada en 1994 como producto del gen ob,179 y al año siguiente 
se identificó su receptor,180 de forma que los ratones ob/ob carecen de leptina y los db/db 
de su receptor.180 Los ratones ob/ob no tenían sensación de saciedad, mientras que los 
ratones db/db no tenían la posibilidad de transmitir la señal de la leptina circulante.178 
La leptina se expresa y secreta principalmente por los adipocitos del tejido adiposo 
blanco, siendo la grasa subcutánea su principal fuente de producción.154,181 Los niveles 
plasmáticos de leptina se correlacionan positivamente con el nivel de adiposidad, de forma 
que la obesidad se asocia con un estado de resistencia a la leptina.107,182 Su función biológica 
fundamental es la reducción de la ingesta y el incremento del gasto energético actuando a 
través de sus receptores, los cuales se encuentran en varios núcleos hipotalámicos y en 
distintos órganos periféricos como el hígado, el riñón, el músculo esquelético, el páncreas, 
los ovarios o el propio tejido adiposo, reforzando así la función autocrina/paracrina y 
endocrina de la leptina.140,182–186 A nivel hipotalámico, los receptores de leptina, al igual que 
los de la insulina, se localizan en el núcleo arcuato en las neuronas POMC/CART y 
NPY/AgRP, de forma que la unión de la leptina a su receptor induce la secreción de 
melanocortinas y CART e inhibe la liberación NPY y AgRP, conduciendo a supresión de la 
ingesta.90  
Aparte de su función como molécula reguladora del balance energético, la leptina se 
ve implicada en los procesos de inflamación, de forma que se ha visto que puede activar 
monocitos y macrófagos para producir las moléculas proinflamatorias TNF-α, IL-6 e IL-12, 
y por otro lado, señales inflamatorias como TNF-α o el lipopolisacárido (LPS) estimulan la 
expresión tanto de leptina como de su receptor.187 A nivel patológico, se ha visto que la 
leptina participa en el desarrollo de artritis109 y de la resistencia a la insulina,156 y que actúa 
como un regulador importante de la maduración sexual, la función ovárica y la 
reproducción.188–190  
 
Adiponectina: Adipokina de 30 kDa descubierta entre los años 1995 y 1996 de 
forma independiente por distintos laboratorios, de ahí sus múltiples nombres: Acrp30, 
apM1, adipoQ y GBP28.185,191,192 Circula en niveles plasmáticos altos (µg/mL), en contraste 
con la leptina y otras hormonas (ng/mL),192 en forma de monómeros, que se unen dando 
lugar desde a trímeros hasta a dodecámeros, y que son los que ejercen la actividad biológica 




disminuyen en la obesidad y están inversamente correlacionados con el IMC, la glucosa y la 
insulina, existiendo también una correlación inversa con el riesgo de padecer obesidad, 
diabetes y ECVs.128,185,192 De hecho, la eliminación del gen de la adiponectina en ratones 
produce resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, dislipemia, incremento de la 
susceptibilidad al daño vascular y aterosclerosis.192  
La adiponectina ejerce sus acciones al unirse a sus receptores 1 y 2 (AdipoR1 y 
R2).192 AdipoR1 es abundante en músculo esquelético y AdipoR2 en hígado, y ambos 
desencadenan la ruta de señalización de AMPK.192 A nivel central, los receptores de 
adiponectina se colocalizan con los de leptina, y regulan el gasto energético a través de un 
mecanismo de señalización dependiente de AMPK, sin producir ningún efecto sobre la 
ingesta.128 A nivel periférico, las principales funciones de adiponectina son la mejora de la 
sensibilidad a la insulina y la prevención de la formación de placas de ateroma.128 
 
Resistina: Es una proteína de 12.5 kDa con una estructura molecular similar a la 
adiponectina.193,194 En sus estudios iniciales se demostró que la expresión génica de resistina 
estaba incrementada en la obesidad, sin embargo su papel fisiológico no está demasiado 
claro en la actualidad.128 Por ejemplo, los niveles de ARNm y proteína no se correlacionan 
bien y en muchos casos parecen tener una correlación inversa.128 Además, resistina tiene 
efectos claros en ratón pero controvertidos en humanos, de forma que en ratón es 
producida principalmente por los adipocitos, mientras que en humano la producen los 
macrófagos y los preadipocitos, decayendo su producción drásticamente en los adipocitos 
maduros.128,193,194 En ratón tiene un efecto claro sobre la homeostasis de la glucosa, 
actuando como un mediador de la aparición de la resistencia a la insulina.195 En ratones 
knockout (KO) para el gen de la resistina se observó un descenso en los niveles de glucosa 
en ayuno y una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina, de forma que la 
ausencia del gen de la resistina permite la activación de AMPK y reduce la expresión de 
genes implicados en la gluconeogénesis.195 En este caso, la actividad de la resistina difiere 
de la de adiponectina y leptina, ambas implicadas en el incremento del gasto energético a 
través de la activación de AMPK.195  
En humano la resistina parece tener un papel más relacionado con la inflamación 
que con la regulación del metabolismo de la glucosa, lo cual es coherente con su 
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Visfatina: Fue identificada en 2005 por Fukuhara y col. (2005)196 como una nueva 
adipokina de 52 kDa altamente expresada en la grasa visceral, tanto en humanos como en 
ratón, con propiedades antidiabéticas y cuyos niveles plasmáticos se incrementan durante el 
desarrollo de la obesidad. Visfatina actúa de forma similar a la insulina, de hecho se une al 
receptor de insulina, en un lugar de unión distinto, e induce la fosforilación en residuos de 
tirosina de ISR1 y activa la ruta de señalización de PI3K/AKT, produciendo hipoglucemia 
al reducir la liberación de glucosa por el hígado y al estimular la utilización de glucosa por 
adipocitos y miocitos.195,197 
Pero estos resultados no han podido confirmarse en humano. En algunos estudios 
se relacionan los niveles de expresión y plasmáticos de visfatina con el IMC, diabetes y 
obesidad, pero en otros no, por lo que el papel de visfatina en humanos como molécula 
antidiabética parece controvertido.194,195,198 
 
Apelina: Adipokina derivada del procesamiento proteolítico de su prepropéptido de 
77 aminoácidos, que da lugar a cuatro isoformas activas: apelina-12, 13, 17 y 36, cada una 
con diferente afinidad de unión a su receptor, siendo apelina-13 la de mayor abundancia y 
actividad.198,199 Apelina ejerce sus funciones mediante la unión a su receptor (APLNR), 
iniciando la cascada de señalización de PI3K/AKT y de las kinasas reguladas por señales 
extracelulares (ERKs).198 Aparte de en el tejido adiposo, apelina se expresa en otros tejidos 
como el cerebro, el corazón, los pulmones y los riñones.198 Mientras que la insulina 
estimula la expresión de apelina en el tejido adiposo, apelina inhibe la secreción de insulina 
por el páncreas, existiendo así una interacción interesante entre ambos sistemas, de forma 
que la resistencia a la insulina producida en obesidad podría estar ligada a la función de 
apelina.198  
Se ha visto que apelina tiene efectos beneficiosos en ratones con obesidad inducida 
por dieta alta en grasa, mejorando la tolerancia a la glucosa e incrementando la utilización 
de la glucosa tanto en ratones normales como con resistencia a la insulina activando las 
rutas de señalización de AMPK y AKT.198 Además, la inyección intraperitoneal de apelina 
en ratones normales y obesos reduce los niveles de adiposidad sin alterar la ingesta ni los 
niveles de insulina, leptina ni triglicéridos, mientras que induce un incremento de los 
niveles de adiponectina.198  
 
Chemerina: Adipokina de 18 kDa que ejerce sus funciones mediante la unión a un 




un péptido quimiotáctico que dirigía a los macrófagos y células dendríticas que expresaban 
su receptor hasta sitios de inflamación, estando implicada en la respuesta inmune 
adaptativa e innata.200 Posteriormente, se vio que chemerina actúa como una proteína 
pleiotrópica, de forma que también la expresan células endoteliales, donde su síntesis se 
incrementa por citokinas proinflamatorias, resultando en la inducción de la angiogénesis y 
remodelamiento vascular.200  
El interés en el estudio de chemerina en el ámbito de la obesidad ha crecido en los 
últimos años tras su descubrimiento como nueva adipokina secretada por los adipocitos, 
los cuales también expresan ChemR23.200 La expresión génica de chemerina se ve 
incrementada por la estimulación de IL-1β, y sus niveles plasmáticos están incrementados 
en pacientes obesos, por lo que chemerina podría ser un mecanismo de unión entre la 
inflamación crónica en la obesidad y desordenes asociados a la obesidad como la diabetes o 
ECVs.200 De hecho, en individuos con obesidad mórbida se han visto niveles plasmáticos 
de chemerina incrementados con respecto a individuos con normopeso, con un descenso 
significativo tras cirugía bariátrica.201 
 
Omentina: Es una proteína de secreción altamente expresada en grasa visceral con 
respecto a la grasa subcutánea.200 Se ha identificado su producción por otros tejidos como 
el intestino y el endotelio, pero con menor expresión.200 La omentina se relaciona con el 
incremento de la señalización de la insulina mediante la activación de la ruta PI3K/AKT y 
la captación de glucosa en adipocitos humanos.200 Además, los niveles plasmáticos y la 
expresión génica de omentina en tejido adiposo están disminuidos en obesidad, 
correlacionando positivamente con los niveles plasmáticos de adiponectina y HDL, y 
negativamente con el perímetro abdominal, el IMC y la resistencia a la insulina.202 De este 
modo, omentina podría tener un papel a nivel paracrino y/o endocrino en la regulación de 
la sensibilidad a la insulina y el metabolismo energético.200  
 Otras adipokinas. 
La búsqueda de nuevas adipokinas y de su caracterización representa una de las 
principales actividades en la investigación de la fisiopatología de la obesidad. Sin embargo, 
resulta complicado identificar la función, el modo de acción y las moléculas diana para el 
creciente número de nuevas adipokinas identificadas.135 Por ejemplo, solo en 2012 se 
identificaron 44 nuevas adipokinas a partir del secretoma de adipocitos humanos,203,204 y 
entre las más de 600 moléculas sugeridas como posibles adipokinas134 se encuentran las 
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interleukinas 1, 6, 8 y 10, TNF-α, el factor de crecimiento tumoral β (TGFβ), el interferón 
γ, la proteína C reactiva (CRP), el inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI1), la 
proteína de unión a retinol 4 (RBP4), la dipeptidilpeptidasa 4 (DPP4), la vaspina, la fetuina-
A, la progranulina, la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1) o la nesfatina-1 (de 
la que hablaremos en detalle más adelante y objetivo de estudio en este trabajo de tesis) 
todas ellas estudiadas en mayor o menor medida, entre otras, como posibles biomarcadores 


























5.-Hormonas metabólicas y sistema cardiovascular. 
5.1.-Síndrome metabólico. 
El síndrome metabólico (SMet) constituye una combinación de condiciones 
patológicas que incluyen la obesidad (concretamente el acúmulo de grasa visceral), la 
resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa, la dislipemia, el hígado graso y la 
hipertensión, y que se utiliza como índice predictor de la aparición de ECVs.205,206 El SMet 
ha incrementado rápidamente su prevalencia a nivel mundial en los últimos años, 
correlacionándose con el incremento de la obesidad y teniendo un impacto considerable en 
la incidencia de la diabetes tipo II y de ECVs como, por ejemplo, la enfermedad arterial 
coronaria.207,208  
Distintos comités científicos han descrito los requisitos para considerar la aparición 
del SMet, aunque existe controversia en cuanto a la terminología y los criterios de 
diagnóstico.205 La primera definición formal de SMet la realizó la OMS en 1999,209 y 
destacaba la resistencia a la insulina como principal factor desencadenante de SMet.205 En 
esta propuesta se consideraban los cinco criterios siguientes:153 
• Obesidad central: ratio circunferencia abdomen/cadera ≥0.9 en varones y ≥ 
0.85 en mujeres; IMC >30 kg/m2. 
• Hipertensión: presión sanguínea ≥ 140/90 mmHg. 
• Dislipemia: triglicéridos ≥1.7 mmol/L; HDL<0.9 mmol/L en varones y 
<1.0 mmol/L en mujeres. 
• Hiperglucemia: glucosa en ayunas ≥6.1 mmol/L. 
• Resistencia a la insulina. 
Otra de las principales definiciones de SMet se realizó en 2002 en el tercer 
programa educacional de adultos para el tratamiento del colesterol en Estados Unidos 
(ATP III),210 donde la obesidad abdominal se estima con la circunferencia de la cadera en 
lugar del IMC, y mantiene los criterios de niveles de triglicéridos altos y bajos de colesterol 
HDL, hipertensión e hiperglucemia, aunque no requiere la obesidad abdominal como un 
componente esencial.205  
En 2005, la Federación Internacional de Diabetes (IDF)211 intentó reconciliar las 
diferentes definiciones clínicas de SMet e hizo necesaria la presencia de la obesidad 
abdominal como factor esencial en el diagnóstico, con particular énfasis en la medida de la 
circunferencia abdominal.205 Los restantes factores de riesgo fueron los mismos que en el 
ATP III.205 De este modo, los criterios que definen el SMet en la actualidad son: 
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• Obesidad central (definido como circunferencia de cintura ≥94cm para 
varones caucásicos y ≥80 cm para mujeres caucásicas, con valores étnicos 
específicos para otros grupos).  
En conjunto con la presencia de dos de los siguientes cuatro factores: 
• Nivel de triglicéridos elevados: ≥150 mg/dL (1.7 mmol/L), o tratamiento 
específico para esta anormalidad lipídica. 
• Colesterol HDL reducido: <40 mg/dL (1.03 mmol/L) en varones y <50 
mg/dL (1.29 mmol/L) en mujeres, o tratamiento específico para esta 
anormalidad lipídica. 
• Hipertensión: tensión arterial sistólica ≥130 o tensión arterial diastólica ≥85 
mmHg, o tratamiento de hipertensión previamente diagnosticada. 
• Glucosa plasmática en ayunas elevada: ≥100 mg/dL (5.6 mmol/L), o diabetes 
tipo II previamente diagnosticada. Si la glucosa en ayunas es >5.6 mmol/L 
o 100 mg/dL, la prueba de tolerancia oral a la glucosa es fuertemente 
recomendada pero no es necesaria para definir la presencia del síndrome. 
Aunque en la definición de SMet no se recoge, en los últimos años se le está dando 
cada vez más importancia al valor de la hemoglobina A glicada (HbA1c) como una medida 
predictora de la mortalidad por ECVs.212 La HbA1c se utiliza de forma rutinaria como una 
medida que refleja los niveles de glucosa plasmáticos durante los 2-3 meses anteriores al 
análisis, permitiendo así conocer si el control que se realiza sobre la glucemia en los casos 
de diabetes es adecuado y ofreciendo un valor más real de los valores de glucosa en sangre, 
ya que en situaciones de ejercicio, estrés, medicación o la ingesta de determinados 
alimentos sus valores en sangre pueden verse modificados.213,214 La HbA1c se encuentra al 
doble de concentración plasmática en pacientes con diabetes tipo II con respecto a 
individuos sanos215 y se correlaciona positivamente con los valores de glucosa en sangre.213 
En los primeros estudios acerca del valor predictivo de la HbA1c sobre la glucemia 
se observó que en algunos casos los valores de HbA1c observados eran mayores o menores 
de lo esperado con respecto a los niveles de glucosa en sangre, definiendo a estos pacientes 
como “altos o bajos glicadores” respectivamente.216 En esta línea, el grupo de Mcarter y 
col. (2004)217 intentó cuantificar estas tendencias de la HbA1c creando el “índice de 
glicosilación de la hemoglobina”, calculado como la diferencia entre la HbA1c medida en 
sangre y la esperada predicha mediante una regresión de la HbA1c con la media de los 
niveles de glucosa en sangre de la muestra de estudio. Actualmente se considera más fiable 




estimar la HbA1c, dando lugar así a un nuevo índice denominado “gap de glicación”, 
calculado como la diferencia entre la HbA1c observada y la predicha mediante una recta de 
regresión que utiliza los valores de fructosamina en plasma, y donde aquellos pacientes con 
un gap de glicación <-1 se consideran bajos glicadores, entre -1 y 1 glicadores medios, y 
>+1 altos glicadores,218,219 de modo que el gap de glicación puede utilizarse como un 
indicador de riesgo de padecer complicaciones derivadas de la diabetes de manera 
independiente a los niveles de glucosa plasmáticos.218–220 
Por tanto, la obesidad a nivel central, la glucemia y la resistencia a la insulina son 
factores clave en el desarrollo del síndrome metabólico y ECVs asociadas.153 Desde hace 
más de 60 años se reconoce que el riesgo cardiovascular producido por el sobrepeso y la 
obesidad se relaciona más con la distribución del tejido adiposo que con la cantidad total de 
grasa corporal,141 de forma que los depósitos de grasa visceral y subcutánea tienen distintas 
consecuencias sobre el desarrollo de ECVs debido a diferencias anatómicas, celulares y 
moleculares entre ambas localizaciones.141,221 En conjunto, estas diferencias muestran que la 
obesidad de tipo subcutáneo, más frecuente en mujeres, no se asocia a un mayor riesgo de 
sufrir patologías cardiovasculares asociadas.141,221 Sin embargo, la obesidad central o 
abdominal es más frecuente en varones y se relaciona con un mayor riesgo de padecer 
enfermedades como la resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo II e hipertensión, 
aumentando considerablemente la aparición del síndrome metabólico y el riesgo 
cardiovascular,126,222–225 de manera que en los últimos años, cada vez más trabajos resaltan la 
relación entre el estado de inflamación a nivel sistémico que ocurre en la obesidad con el 
desarrollo de ECVs, con la consecuente participación de las adipokinas en este 
proceso131,155,226 (Fig. 12). 
Es importante distinguir la grasa visceral de la subcutánea en cuanto a su patrón de 
expresión de adipokinas y a su implicación en el desarrollo del síndrome metabólico.227 La 
grasa visceral juega un papel importante en la patogénesis de las enfermedades 
cardiovasculares, ya que expresa muchos componentes estrechamente relacionados con 
factores de riesgo cardiovascular, como IL-6, PAI, y glucocorticoides, mientras que la grasa 
subcutánea produce principalmente factores protectores como la leptina o la adiponectina, 
y es menos sensible a la acción lipolítica de los glucocorticoides.147 Además, las adipokinas 
liberadas por el tejido adiposo visceral tienen acceso directo al hígado a través de la vena 
porta, por lo que producen un gran impacto a nivel inflamatorio sobre el hígado.227 Los 
principales mecanismos de acción de las adipokinas producidas por el tejido adiposo se 
pueden clasificar en función de su localización anatómica, por lo que las adipokinas 
secretadas por la grasa visceral ejercen un efecto mayor sobre el metabolismo de los 
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carbohidratos y lípidos a nivel hepático, a parte de poder ejercer efectos 
autocrinos/paracrinos en el propio tejido adiposo visceral.227 
5.2.-Papel de las adipokinas y hormonas metabólicas en la función 
cardiovascular. 
 La obesidad tiene numerosas consecuencias en el sistema cardiovascular.228 Los 
depósitos de grasa epicárdica se distribuyen sobre la superficie del corazón, cerca de las 
arterias coronarias, de forma que en individuos obesos se produce un mayor acúmulo de 
este tejido, correlacionándose positivamente con el acúmulo de grasa visceral.229 Esta 
proximidad con las arterias coronarias podría estar implicada en el desarrollo de 
aterosclerosis, y aunque la posible relación entre el acúmulo de grasa epicárdica y el riesgo 
de padecer ECVs no se conoce con claridad, la grasa epicárdica parece tener la capacidad 
de producir adipokinas proinflamatorias y citokinas que podrían estar implicadas en el 
desarrollo de ECVs15,169–171 (Fig. 12).  
 
Figura 12: Función de distintas adipokinas a nivel cardiovascular y variación de sus niveles de producción en 
obesidad.140,230,231 
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Uno de los principales efectos a nivel cardiovascular de las adipokinas es la 
regulación de la función endotelial.140,230,231 El endotelio vascular está formado por una 
monocapa de células endoteliales que constituyen una barrera entre la circulación sanguínea 
y la pared de los vasos sanguíneos.232 Las células endoteliales controlan el tono vascular y el 
flujo sanguíneo mediante la liberación de factores que controlan la contractilidad como el 
óxido nítrico (NO), metabolitos del ácido araquidónico, especies reactivas de oxígeno 
(ROS) y diversos péptidos como la urotensina o la endotelina.232 La disfunción endotelial 
ocurre debido a un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de origen 
endotelial que predispone a la inflamación, la vasoconstricción o al incremento de la 
permeabilidad vascular, y que puede facilitar el desarrollo de arteriosclerosis, agregación 
plaquetaria y trombosis.233 Diversos estímulos protrombóticos, inflamatorios o lipídicos, 
como la trombina, el lipopolisacárido (LPS) o las lipoproteínas, producen cambios 
significativos en la permeabilidad endotelial iniciando el proceso de disfunción endotelial, 
de forma que la pérdida paulatina de la capacidad del endotelio para controlar el tráfico de 
macromoléculas hacia el interior de la pared permite un mayor depósito de moléculas 
circulantes, como el fibrinógeno y las lipoproteínas de baja densidad (LDL).233 Como 
consecuencia, se produce el reclutamiento de leucocitos, plaquetas, monocitos y 
macrófagos, contribuyendo a la formación de placas de ateroma226 (Fig. 13).  
 
Figura 13: Formación de la placa de ateroma. 
 
Leptina. 
La leptina desempeña un papel muy importante en los primeros estadios de 
desarrollo de la aterosclerosis, iniciando el reclutamiento de leucocitos y macrófagos hacia 
la pared endotelial.234 Estudios in vivo han mostrado que los ratones db/db y ob/ob son 
resistentes a la aterosclerosis, apoyando el papel patológico de leptina en el desarrollo de 
esta enfermedad.235 La leptina incrementa la actividad plaquetaria, promoviendo la 
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formación de las placas de ateroma e induce la producción de factores que median la 
inflamación vascular, como TNF-α, IL-2, IL-6 o ROS, causando disfunción endotelial 
mediante la inducción de estrés oxidativo.236 Varios estudios han mostrado una correlación 
positiva entre los niveles de leptina en sangre y la presión sanguínea, sugiriendo una posible 
inducción de la hipertensión por parte de la leptina.231 Sin embargo, la leptina aparece como 
un potente vasodilatador en pacientes con enfermedad coronaria, y varios estudios con 
animales han confirmado el papel vasodilatador de leptina.231 Una posible explicación 
podría ser un efecto diferencial sobre la vasculatura en función de niveles crónicos o 
agudos de leptina.231 La infusión crónica de leptina incrementa la frecuencia cardiaca y la 
presión arterial mediante la activación del sistema nervioso simpático y la liberación de 
catecolaminas.231 Además, los niveles altos de leptina en suero en humanos se asocian con 
un incremento del riesgo de infarto de miocardio de forma independiente al estado de 
obesidad y factores de riesgo cardiovasculares.237  
Por otro lado, la leptina protege frente al daño por isquemia/reperfusión 
reduciendo el tamaño de la zona infartada y protegiendo a los cardiomiocitos del daño 
causado por la hipoxia.231 
La leptina no tiene un perfil particularmente bueno en cuanto a sus efectos sobre el 
sistema cardiovascular.231 De hecho sus efectos beneficiosos se reducen a la protección 
frente a isquemia/reperfusión.231 En general, se considera una adipokina “mala”, ya que 
induce la resistencia a la insulina, incrementa la presión sanguínea, promueve la 
aterosclerosis y el riesgo de infarto de miocardio, la inflamación vascular, el estrés oxidativo 
y la disfunción endotelial.231 
Adiponectina. 
Adiponectina actúa como una molécula antiaterogénica al reducir la expresión de 
TNF-α por las moléculas de adhesión endotelial y atenuar la producción de ROS por las 
células endoteliales.226 También estimula la migración de las células endoteliales y la 
vascularización, y previene la apoptosis.226 Ratones KO para el gen de adiponectina 
presentan una disfunción en la vasodilatación de la aorta mientras que, por el contrario, la 
administración de adiponectina recombinante en ratas con obesidad inducida por la dieta 
incrementa la producción de NO y la relajación de las paredes de la aorta.238,239 La 
hipoadiponectinemia está asociada con la disfunción endotelial en pacientes 




entre los que se incluyen el sistema de la renina-angiotensina y la hiperactividad del sistema 
nervioso simpático, la disfunción endotelial y la disfunción de la natriuresis renal.242  
Adiponectina también participa en el proceso de remodelamiento cardiaco 
limitando la extensión de la hipertrofia miocárdica, observándose también una protección 
frente al daño por isquemia/reperfusión, al igual que leptina.231 En un estudio realizado en 
ratones, se ha observado que adiponectina protege frente a la disfunción sistólica tras un 
infarto de miocardio, y en humanos los niveles plasmáticos de adiponectina se 
correlacionan negativamente con la resistencia a la insulina y la severidad de enfermedad 
coronaria arterial.231 En varones, los niveles plasmáticos incrementados de adiponectina se 
correlacionan con la reducción del riesgo de sufrir infarto de miocardio y en pacientes 
diabéticos se correlaciona también negativamente con el daño coronario.231 
Adiponectina es considerada una adipokina “buena” debido a sus propiedades 
antiinflamatorias, antiaterogénicas, antidiabéticas y cardioprotectivas, y a su contribución al 
buen funcionamiento del endotelio.231 Reduce el riesgo de padecer enfermedades 
coronarias arteriales y protege frente al daño post-infarto, así como también promueve la 
angiogénesis y reduce la resistencia a la insulina.231 
Resistina. 
La resistina ejerce sus funciones a nivel cardiovascular, en cierto modo, a través de 
la interconexión con otras adipokinas.231 Parece existir un efecto directo y recíproco entre la 
resistina y la adiponectina con respecto a la inflamación vascular de las células 
endoteliales.231 Resistina induce la expresión de moléculas de adhesión, mientras que la 
adiponectina inhibe las acciones de resistina.231 También existe una relación funcional entre 
resistina y leptina, de forma que la administración de leptina suprime la expresión de 
ARNm y proteína de resistina en ratones ob/ob con niveles reducidos de glucosa e 
insulina.231 
La resistina humana parece estar implicada en el desarrollo de procesos 
proinflamatorios que producen disfunción endotelial, y sus niveles plasmáticos se 
consideran predictivos sobre la aparición de ateresclerosis.193 Los niveles plasmáticos 
elevados de resistina se correlacionan positivamente con marcadores inflamatorios 
proaterogénicos, con el incremento del riesgo cardiovascular y con el desarrollo de angina 
inestable, con enfermedad coronaria arterial y con el desarrollo de SMet.231  
Con todo ello, resistina, al igual que la leptina, no se considera una adipokina 
beneficiosa a nivel del sistema cardiovascular.231 
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Visfatina. 
Visfatina es otra adipokina implicada en la disfunción endotelial que induce la 
expresión de moléculas de adhesión, estrés oxidativo y citokinas proinflamatorias.231 Sin 
embargo, concentraciones elevadas de visfatina incrementan la expresión de adipokinas 
antiinflamatorias243 y se ha visto que estimula la proliferación endotelial y la formación de 
capilares.244 Existe una correlación positiva entre los niveles de visfatina y de HDL, siendo 
un efecto positivo en cuanto al depósito de colesterol en las placas de ateroma, pero en 
cambio, su expresión está incrementada en los macrófagos de la placa de ateroma en 
pacientes con aterosclerosis inestable, sugiriendo un papel de visfatina en la inflamación y 
desestabilización de la placa de ateroma.245,246 Por otro lado, se ha visto que la visfatina 
induce directamente la vasorrelajación del endotelio a través de la producción de NO, 
reduciendo la presión arterial, y que tiene efectos cardioprotectivos frente al daño por 
isquemia/reperfusión, reduciendo el tamaño de la zona infartada.231,247 
Apelina. 
En pacientes con dislipemia los niveles plasmáticos de apelina se encuentran 
reducidos, y la reducción terapéutica de los niveles de LDL (mediante tratamiento con 
estatinas o hábitos saludables) en pacientes con hipercolesterolemia produce un incremento 
en los niveles circulantes de apelina.248 En modelos animales hiperlipémicos, apelina tiene 
un efecto antiaterogénico, y se ha visto que previene la formación de aneurismas aórticos 
mediante la limitación de la inflamación producida por los macrófagos.249 Apelina induce 
vasodilatación mediada por las células endoteliales mediante el incremento de la 
producción de NO, con la consecuente reducción de la presión arterial231 y promueve la 
angiogénesis.199 
En pacientes con fibrilación auricular e insuficiencia cardiaca crónica se observan 
niveles disminuidos de apelina en plasma, mientras que en situaciones de hipoxia se 
estimula la síntesis de apelina en el tejido cardiaco.231 Esto se podría explicar como un 
mecanismo compensatorio del corazón para intentar mantener su función normal mediante 
el incremento de apelina, la cual protege frente al daño por isquemia/reperfusión.231  
Apelina podría considerarse una adipokina “buena” en cuanto a sus efectos sobre el 
sistema cardiovascular, ya que reduce la aterogénesis, la inflamación, la presión arterial, la 
contractilidad cardiomiocitaria, la fibrilación atrial y la insuficiencia cardiaca, así como el 





La chemerina es una adipokina relativamente nueva y todavía no existen muchos 
estudios acerca de su función a nivel cardiovascular.231 Parece estar implicada en la 
reducción de la inflamación endotelial y la aterogénesis, por lo que por el momento podría 
considerarse una adipokina protectora.231  
Omentina. 
La omentina actúa como una molécula vasodilatadora, inhibiendo la 
vasoconstricción por las catecolaminas e incrementando la síntesis de NO para inducir la 
vasodilatación de las células endoteliales.231 También está implicada en la inhibición de la 
inflamación vascular, reduciendo la disfunción endotelial.231 
Al igual que la chemerina, la omentina es una adipokina relativamente nueva, por lo 
que seguramente en futuros estudios se esclarezca algo más su papel en el sistema 
cardiovascular, aunque parece ser una adipokina con efectos protectores.231 
Grelina. 
 Aunque la grelina no es una hormona producida por el tejido adiposo, nos 
referimos a ella como hormona metabólica con un importante papel en la regulación de la 
ingesta y la homeostasis energética110 y en la fisiopatología de las ECVs.250  
 En los últimos años se ha visto que la grelina tiene importantes efectos sobre el 
sistema cardiovascular, actuando como un agente antihipertensivo, tanto en individuos 
sanos251 como en ratas normotensas e hipertensas,252 y participando en el incremento de la 
diuresis.253 En voluntarios sanos y en pacientes con infarto congestivo crónico la grelina 
reduce la resistencia vascular periférica, resultando en un incremento del volumen 
sistólico.254 La grelina también mejora el remodelamiento ventricular,255 disminuye el daño 
cardiaco inducido por isquemia/reperfusión,256 reduce el tamaño de las zonas infartadas257 y 
mejora la función ventricular y la caquexia en ratas con insuficiencia cardiaca.258 En un 
estudio reciente se ha sugerido que la grelina plasmática podría utilizarse como un 
marcador de resistencia a la insulina en pacientes con infarto agudo de miocardio, de forma 
que un incremento del 4% en los niveles circulantes de grelina se asocian con un 
incremento del riesgo de resistencia a la insulina en un 78%.259 
INTRODUCCIÓN 
 
    43
5.3.-Producción de adipokinas y hormonas metabólicas por otros tejidos. 
En los últimos años se ha demostrado que las adipokinas no se expresan 
exclusivamente en el tejido adiposo, sino que diferentes tejidos pueden expresar 
determinadas adipokinas que podrían estar formando parte de una red reguladora de 
distintos procesos biológicos, tanto a nivel local en el propio tejido de producción, como a 
nivel sistémico.113,133,260,261 Así, por ejemplo, se ha visto que aunque el principal tejido de 
producción de adiponectina es el tejido adiposo blanco,262 también se ha demostrado su 
expresión en el tejido adiposo pardo,263, en la retina,264 en las células intersticiales renales,265 
en el ovario,266 en la placenta,267 en el endometrio,268 en las células epiteliales tubulares 
renales,269 en la glándula pituitaria,270 en la médula ósea,271 en los linfocitos B,272 en las 
células madre hematopoyéticas,273 en el músculo esquelético274 o en el pulmón.275  
En el caso de leptina, también se ha visto su expresión por otros tejidos aparte del 
tejido adiposo, como por ejemplo el epitelio gástrico,276 el intestino grueso,277 el ovario,266 la 
placenta,278 el endometrio,279 el músculo esquelético,280 el pulmón,281 el hueso subcondral,282 
el hígado,283 el riñón,284 la médula ósea285 o el epitelio mamario.286 
La expresión de la visfatina se ha identificado también en los linfocitos B,287 en la 
médula ósea,288 en el músculo esquelético,289 en el hígado,290 en el endometrio,291 en las 
células periodontales,292 en el ovario,293 en las células mononucleares,294 en los 
macrófagos,245 en el tejido mamario,295 en el tejido sinovial,296 en células tumorales 
tiroideas297 o en el páncreas.298 
La apelina se produce en adenomas y adenocarcinomas de colon,299 en el intestino 
delgado,300 en la placenta,301 en el endometrio,302 en la retina,303 en el pulmón,304 en el 
riñón,305 en el estómago,306 en el páncreas,307 en el músculo esquelético308 o en 
condrocitos.309 
Finalmente, por poner solo algunos ejemplos de adipokinas y hormonas 
metabólicas, la grelina se produce también en otros tejidos distintos del estómago (su 
principal fuente de producción), como en el hipotálamo, la hipófisis, las glándulas salivares, 
la tiroides, el intestino delgado, los riñones, el páncreas, el sistema nervioso central, los 
pulmones, la placenta, las gónadas, las mamas o los dientes.310 
Producción de hormonas metabólicas por tejidos cardiovasculares. 
Los principales tejidos que conforman el sistema cardiovascular también producen y 
secretan distintos tipos de adipokinas y hormonas metabólicas, que pueden participar en la 




angiogénesis.314 Se ha observado que las células endoteliales expresan adipokinas como 
leptina,312,315 adiponectina,316,317 chemerina,313 visfatina,318 apelina,319 VEGF,244 MCP-1,320 IL-
6,320 IL-8314 o grelina;321 y las células musculares lisas vasculares pueden producir 
adiponectina,322 resistina,311 IL-6,323 IL-8323 o TNF-α.324  
En cuanto a las células cardiacas, los cardiomiocitos son capaces de sintetizar 
leptina,325 adiponectina,261 apelina,326 visfatina327 o resistina,328 que junto con las adipokinas 
derivadas del tejido adiposo epicárdico, podrían tener un importante papel regulador a nivel 
local de forma autocrina/paracrina.163 En esta línea, se ha visto, por ejemplo, que la 
adiponectina participa en la reducción del estrés del retículo endoplásmico,329 la 
inflamación329 o la hipertrofia,330 que mejora el daño por isquemia/reperfusión331 y que 
incrementa la captación de ácidos grasos y glucosa por parte de los cardiomiocitos.261 
Asimismo, se ha demostrado que la leptina promueve la hipertrofia,332 modifica las 
corrientes de potasio333 e induce apoptosis y generación de ROS334 en cardiomiocitos. 
También se ha visto que tanto la grelina como sus receptores se expresan a nivel cardíaco 
en cardiomiocitos de la línea celular de ratón HL-1335 y en cardiomiocitos auriculares 
humanos,335,336 donde esta hormona previene la apoptosis inducida por citarabina.335  
De este modo, la función cardiovascular y el desarrollo de ECVs podría verse 
influenciada no solo por la señalización endocrina de las adipokinas secretadas por los 
distintos depósitos de tejido adiposo, principalmente el visceral,230 sino también por su 
propia producción a nivel local en el tejido cardiovascular, pudiendo participar en la 
patogénesis o en la prevención de la aparición de ECVs.163,261,325–328  
5.4.-Productos endocrinos del corazón y regulación del metabolismo 
energético.  
Cada vez son más los trabajos que sugieren una clara relación entre el corazón y el 
tejido adiposo, en cuanto a que la producción de determinadas adipokinas tienen 
importantes efectos sobre el desarrollo de ECVs, ya sean protectores o perjudiciales, y a su 
vez, el corazón tiene la capacidad de producir determinados péptidos, como los péptidos 
natriuréticos y algunas hormonas, implicados en la regulación del gasto energético y el 
metabolismo.337,338 
Desde hace años se conoce que el corazón secreta los péptidos natriuréticos (atrial 
(ANP), cerebral (BNP) y el tipo C (CNP),337 que fueron originalmente identificados como 
importantes reguladores del control de la presión sanguínea pero que recientemente se han 
relacionado también con la regulación del metabolismo energético.338 Así, se ha visto que el 
ANP puede afectar directamente a la función del tejido adiposo induciendo la estimulación 
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de la lipolisis mediante una ruta paralela a la de las catecolaminas en adipocitos humanos en 
cultivo.339 Diversos estudios clínicos han mostrado asimismo que los niveles circulantes de 
ácidos grasos libres se ven incrementados en respuesta al ANP, induciendo un incremento 
del gasto energético postprandial.340–342 Los efectos de los péptidos natriuréticos sobre el 
metabolismo energético no solo afectan al tejido adiposo, sino que por ejemplo en 
miocitos del músculo esquelético humano en cultivo se ha visto que tanto el ANP como el 
BNP estimulan la fosforilación oxidativa e incrementan la oxidación de ácidos grasos.343 Un 
trabajo reciente realizado en ratones sugiere además que los péptidos natriuréticos podrían 
estimular el gasto energético a nivel sistémico.344 
Por otro lado, en distintos trabajos se han relacionado los péptidos natriuréticos 
con la disminución del vaciado gástrico,345 el incremento de la secreción de insulina346 y la 
inhibición de la ingesta347 en ratones, resaltado así la existencia de un eje cardiaco-digestivo-
cerebral.348 En adipocitos humanos en cultivo, los péptidos natriuréticos estimulan la 
secreción de la hormona antidiabética adiponectina,349 y recientemente se ha visto que la 
infusión aguda de BNP en pacientes reduce la glucemia en sangre tras sobrecarga oral de 
glucosa.350 Todos estos datos sugieren un papel regulador de los péptidos natriuréticos en la 
homeostasis de la glucosa, probablemente actuando como agentes antidiabéticos y 
formando parte del complejo sistema regulador del metabolismo energético.348 
En los últimos años, tal y como hemos explicado anteriormente, se ha demostrado 
que el corazón, además de ser un órgano de producción de factores endocrinos clásicos 
como los péptidos natriuréticos, es una fuente de hormonas metabólicas que podrían 
actuar a nivel autocrino, paracrino y/o endocrino regulando procesos metabólicos tanto a 
nivel del tejido cardiaco como quizás a nivel sistémico o en otros tejidos. Un gran número 
de estudios experimentales y de ensayos clínicos apoyan la hipótesis de que el corazón es 
un componente importante de una compleja red reguladora que incluiría también al sistema 
endocrino, al sistema nervioso y al sistema inmune.351 En particular, existen en la actualidad 
distintas líneas de investigación cuyo objetivo es elucidar las complejas interrelaciones 
existentes entre la función endocrina cardiaca y el sexo, las hormonas esteroideas y el 






6.-Nesfatina-1: una nueva hormona relacionada con el control de la 
ingesta y el peso corporal. 
Los primeros estudios que sugieren la implicación del hipotálamo como un 
importante regulador del peso corporal y de la patogénesis de la obesidad y la diabetes se 
realizaron ya entre los años 1930 y 1960.352–354 Basándose en estos y en estudios posteriores, 
hoy en día sabemos que el hipotálamo es la principal región cerebral en el control de la 
ingesta y el gasto energético.77,81,355–359  
Muchas de las moléculas reguladoras del control del apetito a nivel cerebral y/o sus 
receptores se expresan tanto en el tejido adiposo como en el hipotálamo (como es el caso 
de la leptina), de forma que se sugiere una asociación entre ambos tejidos conocida como el 
eje adiposo-cerebral, donde dichas moléculas también se encuentran en el torrente 
sanguíneo como moléculas de secreción y regulan tanto los procesos neuroendocrinos del 
control de la ingesta como el número y tamaño de los adipocitos en el tejido adiposo360,361 
(Fig. 14). 
 
Figura 14: Ejemplo de la leptina como molécula integrante del eje adiposo-cerebral en el control de la 
ingesta.362 
6.1.-Descubrimiento de la nesfatina-1. 
La nesfatina-1 fue descubierta en el año 2006 por Oh-I y col.,363 en un estudio 
realizado en ratas en el que se buscaban nuevos genes relacionados con el control de la 
ingesta. El estudio consistía en intentar encontrar nuevas moléculas reguladoras del apetito, 
con expresión tanto a nivel hipotalámico como en el tejido adiposo, que pudiesen estar 
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estimulados por el tratamiento con troglitazona, un medicamento utilizado como 
antidiabético oral que incrementa la sensibilidad a la insulina y reduce los niveles de glucosa 
en sangre.363,364 La troglitazona actúa como un agonista de PPAR-γ, el cual regula la 
transcripción de numerosos genes implicados en la diferenciación y metabolismo 
adipocitario, la sensibilidad a la insulina, la glucemia, la inflamación, la aterosclerosis y 
algunos tipos de cáncer.364,365 De esta manera identificaron a la nesfatina-1 como una nueva 
hormona cuya expresión génica a nivel hipotalámico se incrementa drásticamente tras el 
tratamiento con troglitazona, y que presenta efectos sobre la reducción de la ingesta y del 
peso corporal, disminuyendo la cantidad de grasa subcutánea, epididimal y mesentérica.363 
Posteriormente, Yamada y col. (2010),364 demostraron que la troglitazona no solo 
incrementa los niveles de expresión de ARNm de nesfatina-1, sino que también contribuye 
a su estabilización mediante la activación de la ruta de señalización de ERK1/2, kinasas 
implicadas en la regulación de múltiples funciones biológicas, entre las que se incluyen la 
proliferación y la diferenciación celular,366–368 la adipogénesis,369,370 la señalización de la 
insulina,371–373 la función de las células β-pancréaticas y la secreción de insulina374–376 o la 
captación de glucosa por células musculares y adipocitos.377–380 
6.2.-Nucleobindina 2: proteína precursora de nesfatina-1. 
La nesfatina-1 es un péptido derivado por procesamiento proteolítico de su 
proteína precursora: la nucleobindina 2 (NUCB2), también conocida como 
Prepronesfatina, AI607786, CALNUC o NEFA.381 Las nucleobindinas son una clase de 
proteínas multidominio de unión al calcio que pueden interactuar con los ácidos nucleicos 
y con proteínas reguladoras jugando, por tanto, un papel importante en distintas rutas de 
señalización.381 Inicialmente, las nucleobindinas se identificaron como un factor de 
transcripción debido a su capacidad de unión al ADN.382 Hasta la fecha, se han identificado 
dos tipos de nucleobindinas: NUCB1 y NUCB2.382,383 Ambas proteínas pertenecen a una 
familia de genes homólogos que, aunque se codifican por dos genes independientes, 
presentan una alta homología (comparten el 62% de sus secuencias) y tienen la 
característica común de presentar múltiples dominios funcionales, incluyendo un péptido 
señal, una región rica en leucinas (L) e isoleucinas (I), una señal de localización nuclear, dos 
dominios de unión al calcio de tipo EF-hand y una cremallera de leucinas, lo que sugiere 
que ambos genes provienen de un único gen ancestral.384,385 NUCB1 y NUCB2 presentan 
numerosas funciones derivadas de sus dominios EF, reguladas por la presencia de lugares 




dominios funcionales, existen sin embargo divergencias en sus regiones amino y carboxi-
terminales, así como en la cremallera de leucinas.384 
NUCB1 se expresa de forma abundante en el aparato de Golgi en una gran 
variedad de tejidos y se sugiere su participación en la homeostasis del calcio en la red de 
cisternas del cis-Golgi,384 además de poseer características de factor de transcripción382 y de 
interaccionar con distintas proteínas de unión a través de su dominio de unión al calcio, 
como Gαi3, Gαi2 (subunidades de receptores acoplados a proteínas G) o ciclooxigenasas.
386,387  
Comparada con NUCB1, NUCB2 tiene 40 aminoácidos menos y es una proteína 
de aproximadamente 50 kDa en humanos y roedores.384,388 También se expresa en el 
aparato de Golgi, aunque presenta un motivo de retención en su extremo N-terminal, 
siendo una proteína de secreción que tiene la capacidad de interaccionar con otras 
proteínas de forma calcio-dependiente.388,389  
Estructura proteica de NUCB2. 
La estructura proteica de NUCB2 está formada por 420 aminoácidos, y su 
procesamiento proteolítico puede ser llevado a cabo por caspasas389 o también por 
prohormona convertasas,363 de forma que los lugares de corte de estas últimas se 
encuentran flanqueados por lisina (K)-arginina (R) o R-R, siendo el sitio K83-R84 el de 
mayor potencial de corte y el mejor conservado entre distintas especies363,385,390 (Fig. 15). La 
existencia de los sitios de corte por prohormona convertasas, típicas del procesamiento de 
prohormonas,391,392 como por ejemplo la proinsulina o POMC, sugiere que NUCB2 es una 
proteína precursora que podría dar lugar a tres péptidos: nesfatina-1 (residuos 1-82), 
nesfatina-2 (residuos 85-163) y nesfatina-3 (residuos 166-396).363 Las estructuras proteicas 
de nesfatina-2 y nesfatina-3 se caracterizan por poseer sitios putativos de unión al ADN y 
la cremallera de leucinas, que actúa como sitio de unión al ADN nucleosomal, mientras que 
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Figura 15: Estructura proteica de NUCB2. PS: péptido señal, L/I: región rica en leucinas e isoleucinas, Bs: 
aminoácidos básicos, SN: señal de localización nuclear, Ac: aminoácidos ácidos, EF-1 y 2: dominios de unión 
a calcio, L: cremallera de leucinas, Hy: porción hidrofóbica. Aparecen representados también los puntos de 
corte por prohomorna convertasas y caspasas.363,389,393 
 
Lugares de producción y principales funciones de NUCB2. 
Se ha demostrado la expresión de NUCB2 en algunos núcleos hipotalámicos clave 
en el control de la homeostasis energética, así como también en distintos tejidos 
periféricos, entre los que se incluyen el estómago394,395 y el tracto gastrointestinal,395 el 
páncreas,396–398 los testículos,399 los ovarios,400 la glándula pituitaria,398 el tejido adiposo401 y el 
corazón.398,402 
Su función y mecanismo de acción todavía no se conocen con exactitud, aunque 
algunos estudios sugieren su participación en los procesos de mineralización del hueso, en 
la producción de anticuerpos o en la respuesta inflamatoria.381,389 En los últimos años se 
han identificado nuevas funciones de NUCB2, que en realidad parecen depender de la 
actividad biológica de nesfatina-1, como el crecimiento y la inhibición de la diferenciación 
de los adipocitos mediante la activación del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la 
cascada de señalización de ERKs,403 la diferenciación y mineralización de osteoblastos, la 
inhibición de la diferenciación de los osteoclastos404 o el incremento de la sensibilidad a la 
insulina en ratas diabéticas,405 así como también se ha visto que la interrupción de la ruta de 
señalización de NUCB2 a nivel hipotalámico produce hiperfagia en ratones diabéticos 
obesos.406 Además, se sugiere su participación en algunos procesos de tumorigénesis y 
particularmente en el desarrollo de cáncer de mama y próstata.407,408 
6.3.-Nesfatina-1: una nueva molécula anorexigénica. 
Oh-I y col. (2006),363 identifican a NUCB2 (47.5 kDa) como una proteína 
reguladora del apetito con propiedades anorexigénicas que se expresa en los principales 
centros hipotalámicos del control de la ingesta en rata: núcleos ARC, PVC, supraóptico 
(SON), LHA, núcleo del tracto solitario (NTS) y zona incierta.363 La descripción inicial del 
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efecto biológico de la nesfatina-1 fue la reducción de la fase oscura de la ingesta en ratas 
tras su inyección en el tercer ventrículo cerebral.363 Posteriormente a este trabajo, 
numerosos estudios han confirmado la función anorexigénica y de reducción del peso 
corporal de nesfatina-1,393,409–416 demostrando que la inyección de nesfatina-1 en el 
ventrículo lateral cerebral también reduce la fase oscura de la ingesta produciendo una 
disminución de la cantidad de comida y agua ingerida e incrementando los intervalos entre 
comidas en rata, ratón y pez zebra.411,412,417,418 Además de su efecto anorexigénico tras 
inyección en prosencéfalo (tercer ventrículo y ventrículo lateral), donde el PVN se ha 
identificado como un sitio de respuesta a nesfatina-1, la nesfatina-1 inyectada en el 
mesencéfalo o en la cisterna magna del cuarto ventrículo también reduce la fase oscura de 
la ingesta en ratas.412 En cuanto a otras especies, se ha sugerido también un papel 
anorexigénico de nesfatina-1 en cerdo419,420 y en Ya-fish.421 
Por otro lado, en humanos, Albayrak y col. (2013)422 han realizado recientemente 
un estudio acerca del papel de la nesfatina-1 sobre la pérdida de apetito en pacientes con 
quemaduras con infección donde sugieren la participación de la nesfatina-1 a nivel central 
sobre la reducción de la ingesta.  
Nesfatina-1 como molécula efectora de NUCB2. 
En el trabajo inicial de Oh-I y col. (2006)363 se demostró que tanto NUCB2 como 
nesfatina-1 se colocalizan en el citoplasma de neuronas hipotalámicas junto con las 
prohormona convertasas 1/3 y 2, sugiriendo el procesamiento proteolítico de NUCB2 por 
estas proteínas.363 Además, la presencia de la forma procesada de nesfatina-1 (9.5 kDa) en 
el líquido cefalorraquídeo confirmaba tanto su procesamiento proteolítico como su posible 
secreción.363 Para determinar si la función anorexigénica de NUCB2 residía en la proteína 
completa o en alguno de sus fragmentos proteolíticos, Oh-I y col. (2006)363 sintetizaron 
nesfatina-1, nesfatina-2 y nesfatina-3 y observaron que la inyección intracerebral de 
nesfatina-1 induce anorexia de forma dosis dependiente, que se prolonga durante 6 
horas,363 mientras que nesfatina-2 y nesfatina-3 no tienen ningún efecto sobre el apetito.363 
De este modo se demostró que la función anorexigénica de NUCB2 está contenida en el 
péptido nesfatina-1, cuya secuencia aminoacídica se encuentra altamente conservada en 
humano, ratón y rata (87.4% rata-humano y 95.7% rata-ratón),363,393 lo que sugiere que tiene 
un papel biológico de gran relevancia (Fig. 16).  
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Figura 16: Secuencia aminoacídica de nesfatina-1 en humano, rata y ratón.423 
Asimismo, Oh-I y col. (2006)363 demostraron que la inyección de una forma 
intermediaria (residuos 1–223), con el sito de corte para nesfatina-1 K83-R84, tiene el 
mismo efecto que la nesfatina-1 sobre la reducción de la ingesta, pero si se inyecta la misma 
forma intermedia con los sitios de corte para nesfatina-1 mutados con alanina (A83-A84) se 
pierde este efecto, lo que sugiere que para que NUCB2 pueda ejercer su efecto 
anorexigénico debe de ser procesada proteolíticamente para dar lugar a nesfatina-1.363 
Función anorexigénica de nesfatina-1 a nivel cerebral. 
Para descartar que el efecto de nesfatina-1 en la reducción de la ingesta y del peso 
corporal estuviera relacionado con la ruta de señalización de otras hormonas directamente 
implicadas en la inducción de anorexia, como la leptina o la MSH-α, Oh-I y col. (2006)363 
estudiaron el efecto de nesfatina-1 en ratas Zucker, cuya característica principal es una 
mutación en el receptor de leptina que las hace ser obesas y diabéticas,424 y observaron de 
nuevo una reducción significativa de la ingesta que indicaba un posible mecanismo de 
acción de la nesfatina-1 a nivel hipotalámico independiente de la señalización de la 
leptina.363 Por otro lado, la inyección intracerebral de MSH-α estimulaba la expresión 
génica de NUCB2 en el PVN, y la inyección previa de SHU9119 (antagonista específico de 
los receptores MC3R/MC4R)425 abolía los efectos de nesfatina-1 sobre la inducción de la 
saciedad,363 sin embargo, la inyección de nesfatina-1 no afectaba a la expresión génica de 
POMC, AgRP, NPY o CRH en los núcleos ARC y PVN.363 Como los receptores de 
melanocortinas se distribuyen ampliamente en distintas regiones cerebrales involucradas en 
el control de la ingesta,89,426 Oh-I y col. (2006)363 sugieren que los mecanismos de inducción 




de forma independiente de la leptina, pero reguladas a través de la señalización de los 
MC3R/MC4R.363  
Tras el trabajo de Oh-I y col. (2006),363 distintos grupos han demostrado que la 
nesfatina-1 se expresa en los principales centros hipotalámicos del control de la 
homeostasis energética,263–266 coexpresándose con péptidos directamente implicados en el 
control de la ingesta como POMC,431 CART,427,432 MHC,427,433 MSH-α,427,434 CRH427,435, 
TRH,427,435 NPY,431 oxitocina427,429,430 o vasopresina.427,429,430 
En el año 2007, dos grupos independientes demostraron que la nesfatina-1 podía 
cruzar la barrera hematoencefálica en ambos sentidos sin saturación,436,437 sugiriendo la 
posibilidad de que tanto la nesfatina-1 producida de forma endógena como la administrada 
periféricamente podrían ejercer sus acciones a nivel cerebral, y lanzando la posibilidad de la 
producción de nesfatina-1 por tejidos periféricos.393  
Basándose en las observaciones anteriores, Shimizu y col. (2009)393 plantean un 
mecanismo de acción de nesfatina-1 a nivel hipotalámico de inducción de anorexia 
independiente de la leptina, pero dependiente del sistema de las melanocortinas.393 De esta 
forma, postulan que nesfatina-1 estaría ejerciendo su efecto anorexigénico al actuar a través 
de los receptores de melanocortina,410,431 y estimulando también las neuronas productoras 
de oxitocina438 y vasopresina,430,435 ambas relacionadas con el control de la ingesta439–441 (Fig. 
17).  
 
Figura 17: Posible mecanismo de inducción de anorexia por nesfatina-1 a nivel cerebral. BHE: barrera 
hematoencefálica.393  
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Siguiendo la pista de un posible mecanismo de actuación de la nesfatina-1 a través 
del sistema de las melanocortinas, Maeijima y col. (2009)438 demuestran que por un lado la 
administración central de nesfatina-1 estimula la activación de las neuronas productoras de 
oxitocina, y que por otro, la ingesta activa las neuronas productoras de nesfatina-1 en el 
PVN, de forma que estas últimas estimulan a su vez a las neuronas productoras de 
oxitocina. Este proceso desencadena la activación del sistema de señalización a través de 
oxitocina, que actúa estimulando las neuronas productoras de POMC para inducir anorexia 
de forma independiente a la señalización de la leptina, y cuyo efecto se bloquea por el 
antagonista de los receptores MC3R/MC4R (SHU9199), identificando a nesfatina-1 como 
un regulador upstream del sistema de las melanocortinas a través de la señalización de la 
oxitocina.438 También observaron que los efectos de la administración central de nesfatina-
1 sobre la estimulación de las neuronas productoras de oxitocina se bloqueaban por un 
antagonista del receptor de oxitocina (H4928),442 sugiriendo que la presencia de estos 
receptores son necesarios para la señalización de nesfatina-1,438 lo cual se corrobora 
posteriormente con el trabajo realizado por Yosten y col. (2010).418  
Identificación del dominio funcional de nesfatina-1. 
Shimizu y col. (2009)431 estudiaron los efectos de nesfatina-1 tras su administración 
a nivel periférico en ratones, observando que tanto la nesfatina-1 procedente de rata como 
la de humano producían una reducción significativa de la ingesta, con una concentración 
máxima inhibitoria del 50% (IC50) similar a la de la MSH-α o la leptina.
431 A su vez, se 
plantearon averiguar cuál era el dominio funcional de nesfatina-1 y, basándose en su 
estructura secundaria, la dividieron en tres segmentos: un segmento N-terminal de 23 
aminoácidos (residuos 1–23), un segmento intermedio de 30 aminoácidos (residuos 24-53) 
y un segmento C-terminal de 29 aminoácidos (residuos 54-82)431 (Fig. 18), aunque todavía 
no existen evidencias de que este procesamiento se pueda realizar in vivo.443 Observaron 
que solo la inyección periférica del segmento intermedio (M30) inducía anorexia, con un 
IC50 similar al de la forma completa tanto en ratones normales como en ratones obesos con 
resistencia a la leptina (ob/ob, db/db y ratones con obesidad inducida por dieta alta en 
grasa); y que a su vez este segmento estimulaba la expresión de los péptidos anorexigénicos 
POMC y CART a nivel hipotalámico.431 Dado que la secuencia aminoacídica del segmento 
M30 es idéntica entre rata y ratón y solo difiere en dos aminoácidos con respecto a la 
humana, también observaron que la inyección periférica del segmento M30 de humano 





Figura 18: Secuencia aminoacídica de nesfatina-1 dividida en un fragmento N-terminal, un fragmento 
intermedio, y un fragmento C-terminal.393 
 
Para identificar los lugares esenciales de acción del segmento M30, Shimizu y col. 
(2009)431 realizaron una búsqueda de secuencias aminoacídicas homólogas entre la 
nesfatina-1 humana y otras moléculas implicadas en la regulación del apetito, encontrando 
que en la región C-terminal de este segmento existe una secuencia (HFR) que era idéntica a 
la de MSH-α, caracterizada por tener un motivo de unión a los receptores MC3R y MC4R. 
Además, la región central del segmento M30 contenía la secuencia aminoacídica 
LKQVIDV, que presenta un 85.7% de similitud con otra presente en el AgRP, responsable 
del efecto de este péptido en el incremento del gasto energético, y que es indispensable 
para la función anorexigénica de nesfatina-1.431 
6.4.-Distribución y lugares de producción de nesfatina-1 en murinos y 
humanos. 
 La identificación de la distribución de nesfatina-1 en los distintos tejidos, tipos 
celulares y fluídos corporales se ha realizado en la mayoría de los estudios por medio de 
anticuerpos específicos (western blot, inmunohistoquímica o ensayo de inmunoabsorbancia 
ligado a enzimas (ELISA)), por lo cual se debe siempre de considerar que el anticuerpo 
para nesfatina-1 también reconoce a NUCB2.444 Tsuchiya y col. (2010)445 demostraron con 
un kit desarrollado por su grupo, que un ELISA de tipo sándwich con anticuerpos 
específicos para los extremos amino y carboxi-terminal de nesfatina-1 no reconoce ni 
NUCB2 ni las formas nesfatina-2 y 3, siendo el único sistema específico para la detección 
de nesfatina-1,445 junto con la identificación por western blot de la banda de nesfatina-1 
correspondiente a 9.5 kDa. 
 Utilizando la técnica de inmunohistoquímica, se ha visto que NUCB2/nesfatina-1 
se expresa ampliamente a nivel proteico en el cerebro de rata, fundamentalmente en el 
tronco encefálico y en el hipotálamo, y en concreto, en el citoplasma de neuronas de la 
corteza insular (INS),446 del PVN,363 del ARC,363 del SON,363 del LHA,363 de la amígdala 
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central (CEA),446 del área hipotalámica tuberal,433 del núcleo hipotalámico dorsomedial,428 
del núcleo Edinger–Westphal (EW),427 de los núcleos del rafe,430 de la médula ventrolateral 
(VLM),446 del locus cerúleo (LC),447 del DMV,430 del NTS,427 del núcleo ambíguo411,447 y de 
neuronas preganglionares simpáticas y parasimpáticas de la columna vertebral,427 así como 
también en la médula espinal lumbar,446 con una distribución muy parecida en el cerebro de 
ratón.448  
Además, se ha visto también mediante inmunohistoquímica que la nesfatina-1 se 
colocaliza en el cerebro de rata con numerosos neuropéptidos implicados no solo en el 
control de la ingesta sino también en otros procesos biológicos, como por ejemplo 
POMC,431 CART,427,432 MHC,427,433 MSH-α,427,434 CRH,427,435 TRH,427,435 NPY,431 
oxitocina,427,429,430,435 vasopresina,427,429,430,435 urocortina-1,449 somatocrinina (GHRH),427 
histamina neuronal,450 somatostatina427 o la diana de rapamicina de mamíferos (mTOR).434 
Aunque existe numerosa bibliografía sobre la expresión proteica de 
NUCB2/nesfatina-1 a nivel cerebral en rata, se ha detectado la proteína también en otros 
órganos de esta especie,448 como el esófago,395 el hígado395 y el intestino delgado,395 aunque a 
niveles más bajos. Otros estudios han identificado la producción de nesfatina-1, tanto a 
nivel de ARNm como de proteína, en el tejido adiposo en rata363,401,413 y humano,351 y en 
diversos tejidos del aparato digestivo, como en los islotes pancreáticos en rata395–398,451 y 
humano,396 en el duodeno451 de rata y en las células endocrinas de la mucosa estomacal 
(cuya expresión es 10 veces superior a la expresión en el hipotálamo)395,398,451 de rata, así 
como también se ha encontrado en los testículos en rata,398,399 ratón349 y humano,349 en el 
cartílago articular en humano,452,453 y en la glándula pituitaria,398 los pulmones402 y el 
corazón398,402 en rata.  
En particular, en las células endocrinas estomacales, la nesfatina-1 se coexpresa a 
nivel proteico de forma clara con la grelina, aunque se localizan en distintas vesículas de 
secreción,398 y en menor proporción con la somatostatina.398 En las células β-pancreáticas 
se colocaliza de forma abundante con la proinsulina y la insulina, sugiriendo un papel local 
de la nesfatina-1 implicado en el funcionamiento del páncreas endocrino.397,454  
También se ha observado la presencia de la proteína NUCB2/nesfatina-1 en 
líquidos corporales como el líquido cefalorraquídeo en rata,363 el plasma en rata455,456 y 
humano,457,458 o el líquido sinovial,452 la saliva459 y la leche materna460 en humano, 
confirmando que se trata de una proteína de secreción que podría ejercer sus efectos a nivel 
autocrino/paracrino en el propio órgano de producción, aparte de poder ser transportada 




Es importante destacar que la forma madura de 82 aminoácidos correspondiente a 
la nesfatina-1 procesada por las prohormonas convertasas solo se ha descrito en el líquido 
cefalorraquídeo363 y en el corazón de rata402 por western blot, y en plasma humano 
utilizando el kit de ELISA específico para nesfatina-1 desarrollado por Tsuchiya y col. 
(2010).445 En el resto de los estudios, y debido a la metodología utilizada, no es posible 
distinguir la detección de la proteína completa NUCB2 de la forma procesada nesfatina-
1.444 Además, se ha sugerido que el procesamiento de NUCB2 no tiene por qué ocurrir 
necesariamente en su lugar de producción, pudiendo ser procesada en los distintos tejidos 
diana.444 
Algunos investigadores como Oh-I y col. (2006),363 consideran que la nesfatina-1 
actúa como una molécula integrante del eje adiposo-cerebral, y tras confirmarse la 
producción de NUCB2/nesfatina-1 por órganos periféricos implicados en la señalización 
del eje gastrointestinal-cerebral, como son el estómago o el páncreas, se ha sugerido que la 
nesfatina-1 podría estar participando en un eje adiposo-gastrointestinal-cerebral que 
controlaría la ingesta y la homeostasis energética a nivel central.461–463 
Distribución de nesfatina-1 en otras especies. 
Aunque la mayor parte de los estudios sobre la distribución y función de nesfatina-
1 se han realizado en rata, ratón y humano, existen también estudios en otras especies 
animales.  
Especies de la clase mamíferos: 
En un estudio realizado en perros se ha demostrado, utilizando la técnica de 
inmunofluorescencia, la presencia de proteína de nesfatina-1 a lo largo del tracto 
gastrointestinal, concretamente en el estómago, el duodeno, el yeyuno y el colon 
descendente.464  
En cerdos, se ha identificado la presencia de nesfatina-1 en neuronas de los 
principales núcleos hipotalámicos (PVN, VLM, DMV, ARC y SON),419 en la grasa 
subcutánea y perirrenal,420 y en diversos tejidos del tracto gastrointestinal, como el 
estómago, el duodeno, el yeyuno, el íleon, el colon o el ciego.465 
En vacas se ha descrito la presencia de nesfatina-1 en la leche, el suero de la leche y 
en plasma.466  
Especies de la clase teleósteos: 
En la carpa dorada (Carassius auratus) se ha visto una amplia distribución de 
nesfatina-1, identificándose su expresión a nivel de ARNm en el hígado, la glándula 
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pituitaria, el hipotálamo, el bulbo olfatorio, el telencéfalo, el mesencéfalo y el 
romboencéfalo, con menores niveles de expresión en el tejido adiposo, los ovarios, los ojos, 
los riñones y el intestino medio.467 Los niveles más bajos de expresión de ARNm de 
nesfatina-1 se encontraron en el músculo y en las branquias.467 A nivel de proteína, se ha 
observado por inmunofluorescencia la distribución de nesfatina-1 en la carpa dorada en el 
hipotálamo,400,467,468 en la pituitaria,400 en el ovario400 y en las microvellosidades 
intestinales,467,468 colocalizándose con la grelina en el hipotálamo y en el intestino,468 y con la 
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) en el hipotálamo.400 
En Ya-fish (Schizothorax prenanti) se ha descrito la presencia de nesfatina-1 a nivel de 
ARNm en el cerebro, la pituitaria, los ojos, el corazón, las branquias, el intestino, el 
hepatopáncreas, el músculo, el riñón, la piel, el bazo, los testículos y los ovarios, con mayor 
expresión en el hipotálamo, el hepatopáncras, los ovarios y el intestino.421  
En la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) se ha observado la presencia de nesfatina-
1 en plasma,469 y en pez zebra (Danio rerio) en los ovarios.400 
 Especies de la clase anfibios: 
 En rana (Microhyla ornata) se ha visto una amplia distribución cerebral de nesfatina-1 
a nivel proteico.470 
 
La amplia distribución de nesfatina-1 y su presencia conservada en distintos tejidos, 
tanto de mamíferos como de otras clases, sugiere una función biológica de nesfatina-1 de 
gran relevancia. 
6.5.-Mecanismos de señalización intracelular de la nesfatina-1 en 
distintos tejidos. 
 Hasta la fecha, los trabajos acerca del estudio del mecanismo de señalización 
intracelular de nesfatina-1 se han realizado en los principales tejidos implicados en la 
regulación de la homeostasis energética: el sistema nervioso central, el páncreas y el 
estómago. 
Señalización en el sistema nervioso. 
Hoy en día todavía no se conocen con exactitud los mecanismos de señalización 
intracelular desencadenados por nesfatina-1, así como tampoco se conoce el posible 
receptor específico para nesfatina-1 a través del cual pueda ejercer sus funciones.471 Brailoui 
y col. (2007),430 en un trabajo realizado en neuronas hipotalámicas de rata, sugieren un 




proteínas G (todavía sin identificar), que daría lugar a la apertura de canales de calcio 
promoviendo la entrada de Ca2+ desde el espacio extracelular, con el consecuente 
incremento en la cantidad de AMPc y la activación de la adenilato ciclasa/proteín kinasa A 
(PKA)430 (Fig. 19), implicada en procesos de exocitosis a nivel neuroendocrino.472 
 
Figura 19: Representación de la hipotética interacción de nesfatina-1 con su posible receptor acoplado a 
proteínas G y sus efectos a nivel intracelular448. 
Posteriormente, Ishida y col. (2012)473 demostraron en una línea celular de 
neuroblastoma de ratón (NB41A3) que tanto nesfatina-1 como el segmento M30 inducen 
la fosforilación y activación de la proteína de unión a los elementos de respuesta a AMPc 
(CREB, responsable de la inducción de la expresión génica derivada de la señalización de 
PKA) de un modo dependiente de los receptores MC3R/MC4R y de la secuencia 
homóloga a AgRP presente en el M30. Observaron también que este efecto era revertido 
tanto por un antagonista de los canales de calcio tipo L (nimodipina) como por un 
inhibidor de MAPK (PD98059) sugiriendo que el incremento de la concentración de calcio 
intracelular y/o la señalización de MAPK median la activación de pCREB.473 De este modo 
plantean un nuevo sistema de inducción de anorexia por nesfatina-1 a través de la 
señalización de pCREB.473 
Por otro lado, Price y col. (2008)474 demostraron que la nesfatina-1 es capaz de 
afectar al potencial de membrana de una gran variedad de subpoblaciones neuronales en el 
hipotálamo de rata, produciendo tanto hiperpolarizaciones como despolarizaciones y 
mostrándose como un importante regulador de la función endocrina hipotalámica.474 
Observaron que la nesfatina-1 produce la hiperpolarización de las neuronas productoras de 
NPY en el núcleo ARC mediante la activación de canales de potasio dependientes de ATP 
Nesfatina-1 
Adenilato ciclasa 
Proteín kinasa A 
Factores de transcripción 
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(Fig. 19) induciendo su inhibición,475 un efecto que también fue demostrado por Mimee y 
col. (2012)476 en neuronas del NTS. Las neuronas productoras de NPY son uno de los 
principales sitios diana en el ARC a través de los cuales actúan muchas hormonas y factores 
indicadores del estado energético y del control de la ingesta, de forma que su inhibición 
promueve la anorexia inducida por el sistema de las melanocortinas.475 De este modo, el 
efecto de nesfatina-1 sobre la inhibición de las neuronas NPY es consistente con los 
trabajos descritos anteriormente donde se sugiere una señalización de nesfatina-1 
dependiente del sistema de las melanocortinas.363,418,431,438 
Se ha visto también que la nesfatina-1 es capaz de inducir la estimulación y el 
incremento de la concentración de calcio intracelular en neuronas del ganglio nodoso del 
nervio vago477 (implicado en la señalización hacia el NTS de señales aferentes del nervio 
vago procedentes del corazón, los pulmones, la laringe, la faringe o el aparato digestivo478), 
el cual está también implicado en el control de la ingesta69 y es estimulado por la CCK para 
inducir anorexia,479,480 y sugiriendo así una señalización a nivel cerebral por parte de la 
nesfatina-1 en respuesta a señales periféricas a través de la interacción con las fibras 
aferentes del nervio vago.477 
En otro estudio realizado por Chen y col. (2012),481 se demostró que la nesfatina-1 
inyectada a nivel central en ratas altera los potenciales de acción de membrana de las 
neuronas sensoras de glucosa en el PVN, el LHA y el núcleo ventromedial (VMN), 
induciendo la excitación de las neuronas sensoras de glucosa GI (inhibidas por la glucosa 
del espacio extracelular) y la inhibición de las GE (excitadas por glucosa), sugiriendo que la 
nesfatina-1 podría ejercer sus efectos sobre el control de la ingesta mediante la regulación 
de la excitabilidad de las neuronas sensoras de glucosa.481 Posteriormente, Bonnet y col. 
(2013),482 demostraron que la red de neuronas productoras de nesfatina-1 participan en la 
regulación de la respuesta ante hipoglucemia en los núcleos cerebrales implicados en la 
señalización del nervio vago, entre los que se incluyen el ARC, el PVN, el LHA, el NTS y 
el núcleo dorsal motor del vago (DMV), esenciales para la función digestiva,483 al activarse 
tras la inyección periférica de insulina o ante una situación de glucopenia a nivel 
intracelular.482 Además, las neuronas productoras de nesfatina del DMV se activaban tras la 
señalización de hipoglucemia a nivel estomacal o pancreático, sugiriendo así que la 
subpoblación de neuronas nesfatinérgicas pertenecen a la red central de neuronas activadas 
por hipoglucemia, y que además participa en el inicio de la respuesta fisiológica y hormonal 
observada en este mecanismo regulatorio.482  
Finalmente, Li y col. (2013)484 demostraron que la nesfatina-1 presenta un efecto 




encargada principalmente de los procesos de aprendizaje), mediante la hiperpolarización de 
su membrana plasmática, al igual que ocurría con la inhibición de las neuronas productoras 
de NPY en el ARC en el trabajo realizado por Price y col. (2008).475  
Señalización en el páncreas. 
Diversos estudios sugieren un papel activo de nesfatina-1 en la regulación de la 
secreción por parte del páncreas de insulina y glucagón,454,485–487 hormonas clave en la 
regulación del metabolismo energético.78,103 Por un lado, González y col. (2011),454 y por 
otro Unniappan y col. (2011),486 demostraron que la nesfatina-1 es capaz de incrementar la 
liberación de insulina estimulada por glucosa tanto en islotes pancreáticos de ratón como 
en la línea celular MIN6 (línea celular de células β-pancreáticas de ratón), así como los 
niveles de ARNm de la preproinsulina, sugiriendo un posible papel de nesfatina-1 como 
hormona insulinotrópica capaz de influenciar la síntesis de insulina.454,486 Riva y col. 
(2011)487 demostraron también que la nesfatina-1 es capaz de incrementar no solo la 
liberación de insulina sino también del glucagón por islotes pancreáticos de ratón.487  
En las células secretoras, los niveles de calcio intracelular y de AMPc son una señal 
importante de regulación de la producción de neurotransmisores, hormonas y factores de 
secreción a través de la señalización de PKA.472 En esta línea, Nakata y col. (2011)485 
demostraron que la inducción de la secreción de insulina por la nesfatina-1 se producía 
mediante un incremento de la concentración de calcio intracelular a través de canales de 
calcio dependientes de voltaje de tipo L (de larga duración), mecanismo previamente 
descrito para la liberación de otros péptidos como el proglucagón (GLP-1) y el polipéptido 
de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP).488–490 En cambio, aunque el mecanismo de 
secreción de la insulina por el páncreas está ligado al incremento de las concentraciones de 
AMPc y la actividad de la PKA,491 Nakata y col. (2011)485 observaron que el incremento en 
la concentración de calcio intracelular inducido por nesfatina-1 era independiente de la 
activación PKA, o incluso de fosfolipasa A2 (PLA2), sugerida como segundo mensajero en 
la secreción de insulina,492 apuntando hacia la existencia de mecanismos alternativos 
mediante los cuales nesfatina-1 estimula la liberación de insulina.485  
Señalización en el estómago. 
Szlachcic y col. (2013)493 han sugerido que la nesfatina-1 participa en la protección 
frente al daño gástrico causado por estrés que produce erosiones hemorrágicas y 
microsangrados en ratas y humanos.494 Postulan que la administración de nesfatina-1, tanto 
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a nivel periférico como central, induce un mecanismo de protección en ratas a través del 
incremento de la síntesis de NO y prostaglandinas a nivel estomacal, moléculas con 
actividad vasodilatadora y protectora frente al daño gástrico.493 A su vez, el incremento de 
la síntesis de prostaglandinas induce la liberación del péptido relacionado con el gen de la 
calcitonina (CGRP, actúa como un potente vasodilatador) por neuronas aferentes 
estomacales, y que es el neurotransmisor predominante de los nervios aferentes en el 
estómago de rata,495,496 actuando como agonista del receptor potencial transitorio V1 
(TRPV1) del nervio vago.493 La inactivación de TRPV1 con capsacepina (antagonista 
competitivo del receptor TRPVI que bloquea el voltaje activado por la entrada de calcio497) 
suprime el efecto protector de nesfatina-1, sugiriendo que la activación de TRPV1 podría 
ser bien de forma directa a través de la unión de nesfatina-1 al receptor, o bien de forma 
indirecta a través de la liberación de CGRP inducida por nesfatina-1,493 indicando la posible 
participación de las fibras nerviosas aferentes del nervio vago en la señalización periférica 
de nesfatina-1 hacia el cerebro.493  
6.6.-Regulación de la expresión de nesfatina-1 en los distintos tejidos. 
Hasta el momento, numerosos estudios se han centrado en el estudio de la 
regulación de la expresión de nesfatina-1 en los distintos tejidos, tanto a nivel de ARNm 
como de proteína, y se ha demostrado que los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 
se ven afectados por distintas condiciones metabólicas en los distintos tejidos, siendo los 
más estudiados el cerebro, el páncreas y el estómago. 
Regulación en cerebro. 
Los niveles de expresión de ARNm de NUCB2/nesfatina-1 en el PVN disminuyen 
significativamente tras 24 horas de ayuno en ratas, resultando en la disminución de los 
niveles proteicos de nesfatina-1.363 En el SON se observa el mismo efecto en la reducción 
de los niveles de ARNm de NUCB2/nesfatina-1 tras el ayuno, los cuales se recuperan tras 
la ingesta,435 sugiriendo un posible papel de dichas neuronas en el mecanismo de saciedad 
inducido por nesfatina-1.412 Se ha sugerido también un incremento en la expresión del 
ARNm de NUCB2/nesfatina-1 en el hipotálamo debido a la acción de compuestos 
anorexigénicos como la m-clorofenilpiperazina (agonista del receptor de serotonina 1B/2C 
(5-HT1B/2C))498 o la MSH-α.363 A su vez, la CCK inyectada de forma periférica activa las 
neuronas productoras de nesfatina-1 en el PVN y el NTS en ratas,412,499 apuntando hacia un 




producidos por el aparato digestivo implicados en los procesos de la regulación de la 
ingesta.500 
Por otro lado, Bonnet y col. (2013)483 han demostrado que las neuronas 
productoras de NUCB2/nesfatina-1 en el NTS se activan tras la inducción de la distensión 
estomacal en ratas, sugiriendo que este mecanismo podría contribuir a la señalización de la 
saciedad producida por la nesfatina-1.483 
Regulación en páncreas. 
A nivel pancreático, González y col. (2011)454 han demostrado la secreción de 
NUCB2/nesfatina-1 por células β-pancreáticas de ratón MIN6 y que en presencia de 
niveles altos de glucosa (16.7 mM) sus niveles de secreción se ven incrementados, un 
resultado también observado por Foo y col. (2010)396 en otro estudio realizado en células β-
pancreáticas de rata y humano. Todo ello sugiere que la nesfatina-1 podría actuar como un 
factor de respuesta ante la ingesta a nivel pancreático regulando la síntesis y secreción de 
insulina.454 Foo y col. (2010)396 observan que el ayuno y la inyección periférica de glucosa en 
rata disminuyen e incrementan respectivamente los niveles de NUCB2/nesfatina-1 en 
sangre, apoyando la teoría de que la nesfatina-1 se puede comportar como una hormona de 
respuesta ante la ingesta.454 Goebel y col. (2009)446 observan el mismo efecto del ayuno en 
rata sobre los niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1, pero además observan que la 
ingesta restaura los niveles circulantes de NUCB2/nesfatina-1 a sus valores normales, 
sugiriendo de nuevo que los niveles circulantes de NUCB2/nesfatina-1 se regulan por el 
estado nutricional y la respuesta al ayuno.454 
Regulación en estómago. 
En estómago, Stengel y col. (2009)398 han visto que los niveles de expresión de 
ARNm de NUCB2/nesfatina-1 en las células endocrinas se reducen tras 24 horas de ayuno 
en rata, las cuales además presentaban menores niveles de nesfatina-1 en plasma, 
sugiriendo que la producción por tejidos periféricos de nesfatina-1 podría influir en las 
concentraciones plasmáticas de esta hormona.454  
Finalmente, Li y col. (2012)501 sugieren un mecanismo de regulación a nivel 
estomacal de los niveles ARNm y proteína de NUCB2/nesfatina-1 a través de la ruta de 
señalización de mTOR, que se ve alterado por cambios en el estado energético como el 
ayuno o la obesidad. La señalización de mTOR afecta a la expresión y secreción de la 
grelina, de forma que la activación de la ruta de señalización de mTOR inhibe la expresión 
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de la grelina, favoreciendo la anorexia.502 En el estudio de Li y col. (2012),501 realizado en 
ratones, observaron que la principal molécula implicada en la señalización de mTOR, pS6K 
(proteín kinasa ribosomal S6), se colocaliza en las células endocrinas gástricas con 
NUCB2/nesfatina-1 y que, por un lado, la activación de esta ruta incrementa los niveles de 
NUCB2/nesfatina-1, mientras que por otro, su inhibición induce un descenso de los 
niveles de expresión gástricos de NUCB2/nesfatina-1, sugiriendo que la actividad de 
mTOR media la producción gástrica de NUCB2/nesfatina-1.501 
6.7.-Nesfatina-1 y la homeostasis de la glucosa: posible papel de la 
nesfatina-1 en la fisiopatología de la obesidad y la diabetes. 
Numerosos estudios sugieren que la nesfatina-1 podría tener un papel regulador de 
la ingesta y del peso corporal, así como de la homeostasis energética, por lo que cada vez 
son más los investigadores interesados en el estudio del papel de la nesfatina-1 en la 
fisiopatología de la obesidad y la diabetes. Sin embargo, existen resultados contradictorios 
en cuanto a los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 a nivel plasmático en estas 
patologías. Estas discrepancias podrían deberse a la variabilidad entre los distintos estudios 
en cuanto a diferencias de género, las metodologías utilizadas, el rango del peso corporal 
estudiado, la edad o incluso diferencias individuales entre los sujetos de estudio.457,503 
Efectos pancreáticos de nesfatina-1 sobre la síntesis de insulina. 
Aunque en la actualidad no se conocen con exactitud cuales son los mecanismos 
implicados en la regulación de la producción de insulina y glucagón en células endocrinas 
pancreáticas por parte de nesfatina-1, su alta expresión pancreática y su clara colocalización 
con la insulina sugieren un posible papel de esta hormona sobre la funcionalidad del 
páncreas endocrino, así como una posible implicación en la homeostasis de la glucosa a 
nivel sistémico,454,485,486 posiblemente como un nuevo coadyuvante de la insulina.504  
En ratas Goto-Kakizaki con diabetes tipo II, Foo y col. (2010)396 observaron que 
los niveles de nesfatina-1 en los islotes pancreáticos eran menores que en ratas Wistar, y los 
niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 en las ratas diabéticas mostraban una 
correlación negativa con los niveles circulantes de glucosa tras el test de tolerancia a la 
glucosa. En esta línea, González y col. (2011)454 observaron que la tanto la expresión génica 
de NUCB2 como la colocalización de nesfatina-1 con la insulina en las células β-




Efectos a nivel cerebral de nesfatina-1 sobre la homeostasis de la glucosa. 
A nivel cerebral, se ha visto que nesfatina-1 induce la excitabilidad de las neuronas 
sensibles a glucosa en rata, y que además las neuronas productoras de nesfatina-1 se activan 
ante situaciones de hipoglucemia.481,482,505,506  
Recientemente, Wu y col. (2014)507 han utilizado un modelo de pérdida de función 
de la señalización de NUCB2/nesfatina-1 en hipotálamo de rata para demostrar que dicha 
inhibición incrementa de forma marcada la ingesta y el flujo de glucosa hepático, mientras 
que disminuye la captación de glucosa en tejidos periféricos. El cambio en el flujo de 
glucosa hepático está acompañado por un incremento en los niveles de glucosa-6-fosfatasa 
(G6PT) y fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), y por una disminución en la 
fosforilación de INSR, el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) y de AKT.507 De esta 
forma, la inhibición de la señalización intracelular inducida por nesfatina-1 a nivel 
hipotalámico estimula la gluconeogénesis a nivel hepático, lo que además se correlaciona 
con la inhibición de la ruta de señalización de mTOR.507 
Efectos de nesfatina-1 sobre la glucemia en plasma.  
Su y col. (2010),504 en un estudio realizado en ratones db/db hiperglucémicos, 
observaron que la administración intravenosa de nesfatina-1 reduce los niveles de glucosa 
en sangre mediante un mecanismo dependiente de la señalización de la insulina, siendo 
mayor su efecto antihiperglucémico cuando se administra en conjunto con la insulina.504 
Aunque los efectos sobre la reducción de la ingesta de nesfatina-1 ocurren a nivel central, 
en este estudio se demostró que los efectos antihiperglucémicos de nesfatina-1 se 
producían solo tras su inyección a nivel periférico, de forma que la inyección 
intracerebroventricular de nesfatina-1 en estos ratones reducía la ingesta pero no la 
glucemia.504 Por otro lado, Li y col. (2013)508 demostraron que la inyección periférica de 
nesfatina-1 en ratones alimentados tanto con dieta alta en grasa como con una dieta 
normal, mejora la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina mediante la 
fosforilación y activación de AKT y la movilización de los transportadores de glucosa 
GLUT-4 hacia la membrana plasmática en músculo, tejido adiposo e hígado.508  
En cuanto a los efectos de nesfatina-1 sobre la homeostasis de la glucosa en 
humanos se ha visto, por un lado, que en individuos de origen asiático sanos (13 varones y 
7 mujeres) la administración oral de una solución de glucosa incrementa los niveles 
sanguíneos de nesfatina-1,457 y por otro que en pacientes con anorexia nerviosa (7 mujeres) 
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los niveles plasmáticos de nesfatina-1 son menores con respecto al grupo control (8 
mujeres),509 lo que sugiere que en humanos también existe una regulación de los niveles de 
nesfatina-1 circulante en función del estado nutricional y el ayuno.454  
Nesfatina-1 en la obesidad. 
Recientemente se ha sugerido una posible asociación entre los niveles de nesfatina-
1 en plasma y condiciones patológicas como la obesidad y la diabetes tipo II.445,457,510–515 
Diversos grupos han investigado la posible asociación entre los niveles plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1 y el peso corporal.443 Los primeros estudios realizados en este sentido 
sugerían la existencia de una correlación negativa entre la nesfatina-1 y el IMC, aunque no 
incluían individuos con obesidad.445,459  
Basar y col. (2012)516 observaron en pacientes europeos con hígado graso no 
alcohólico menores niveles séricos de NUCB2/nesfatina-1 con respecto a pacientes 
control, sin encontrar diferencias entre sexos. Considerando todos los pacientes en 
conjunto (40 controles y 30 afectados por hígado graso no alcohólico) observaron también 
una correlación negativa entre los niveles séricos de NUCB2/nesfatina-1 y el IMC.516 
Además, en los pacientes con obesidad (IMC >30 kg/m2, 29 individuos) los niveles 
circulantes de NUCB2/nesfatina-1 eran menores con respecto al grupo de no obesos (IMC 
<30 kg/m2 41 individuos),516 sugiriendo que la disminución de los niveles plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1 en la obesidad podría deberse al déficit de prohormona convertasas 
demostrado en este estado.517,518 En esta línea, Abaci y col. (2013)512 observaron menores 
niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina en niños obesos, también europeos, (IMC 
>percentil 95, 17 niños y 20 niñas) con respecto a los no obesos (IMC <percentil 85, 10 
niños y 11 niñas), los cuales se correlacionan negativamente con el valor de la desviación 
típica del IMC (utilizado para medir el IMC en niños) en este grupo.  
Tan y col. (2011)514 observaron también una correlación negativa entre el ratio 
fluido cerebroespinal/plasma de NUCB2/nesfatina-1 con el IMC en un estudio realizado 
en 18 varones y 20 mujeres de origen europeo (Alemania) de los cuales 14 individuos 
tenían normopeso, 14 sobrepeso y 10 obesidad. Ogiso y col. (2011)509 observaron de nuevo 
una correlación negativa entre los niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 y el IMC en 
pacientes japonesas con anorexia nerviosa (7 mujeres, IMC=13.02±0.3) con respecto a 
controles (8 mujeres, IMC=21.57±0.48), con niveles plasmáticos menores en la anorexia 
nerviosa, indicando que los niveles de nesfatina-1 circulante podrían responder ante 




pacientes con anorexia.443 Finalmente, Ozkan y col. (2013)519 han observado en un grupo de 
pacientes (Turquía) con normopeso (28 individuos), sobrepeso (31 individuos) y obesidad 
(60 individuos) que los pacientes obesos presentan menores niveles plasmáticos de esta 
hormona con respecto a los otros grupos.  
Por el contrario, Shaldanha y col (2012)520 han descrito una correlación positiva 
entre los niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 y el porcentaje de grasa corporal en 
un grupo de pacientes formado por 15 varones y 10 mujeres sometidos a hemodiálisis, y 10 
varones y 5 mujeres sanas (Brasil), de los cuales el 92% presentaba valores de porcentaje de 
grasa corporal superiores a los normales. Ramanjaneya y col. (2010)401 encontraron también 
una correlación positiva entre los niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 y el IMC en 
una muestra de 9 varones y 11 mujeres (Reino Unido) con IMC comprendidos entre 21.39-
38.10 kg/m2, y observaron asimismo que los niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 
eran mayores en ratones con obesidad inducida por la dieta. Anwar y col. (2013)521 han 
visto en niños y adolescentes obesos (Egipto) con una media de edad de 9.18±2.84 años 
(22 niños y 18 niñas, IMC=30.45±5.93) que presentan mayores niveles plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1 con respecto a los controles (24 niños y 16 niñas sanas, 
IMC=16.82±3.17), observando además una correlación positiva de los niveles plasmáticos 
de NUCB2/nesfatina-1 con el score de la desviación típica del IMC (al contrario que Abaci 
y col. (2013)512), los niveles de glucosa e insulina en sangre, la presión sanguínea y el 
colesterol en los individuos obesos. Finalmente, Liu y col. (2014)522 han descrito 
recientemente una correlación negativa de los niveles plasmáticos de nesfatina-1 con el 
IMC en pacientes de origen asiático (30 con diabetes tipo II, 25 con disminución de la 
tolerancia a la glucosa y 30 controles sanos). 
Además, se ha sugerido también la asociación de distintos polimorfismos del gen de 
la nesfatina-1 (NUCB2) con la predisposición a padecer obesidad en adultos.523 Así, Zegers 
y col. (2011)523 encontraron en una población de pacientes obesos (Bélgica) compuesta por 
491 varones (IMC=38.6±0.3) y 558 mujeres (IMC=37.8±0.3) tres polimorfismos de 
nucleótido simple (SNPs) asociados a la obesidad solo en varones (rs1330, rs214101 y 
rs757081), aunque en el estudio se sugirió la posible existencia de otros tres SNPs 
(rs10741725, rs2521999, rs214091) mediante la utilización del test multi-marcador para 
SNPs. Posteriormente en el 2012 Zegers y col.511 encontraron dos mutaciones en el gen de 
NUCB2 en dos niñas adolescentes con obesidad severa (Bélgica), correspondientes a la 
mutación contrasentido L125H y la mutación sinsentido K178X, aunque en este trabajo no 
han podido establecer conclusiones claras acerca del papel de esta hormona sobre la 
predisposición a padecer obesidad debido a las limitaciones del estudio. 
INTRODUCCIÓN 
 
    67
Nesfatina-1 en la diabetes tipo II. 
Li y col. (2010)457 observaron en un estudio realizado en 57 pacientes de origen 
asiático (China) (29 varones y 28 mujeres) con diabetes que los niveles plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1 estaban disminuidos significativamente en aquellos pacientes con 
diabetes tipo II (47 individuos) con respecto a los que padecían diabetes tipo I (10 
individuos) y a los no diabéticos (13 varones y 7 mujeres). Deniz y col. (2012)510 
encontraron también niveles menores de NUCB2/nesfatina-1 circulantes en mujeres 
europeas (Turquía) embarazadas con diabetes gestacional, que además se correlacionaban 
positivamente con los niveles de nesfatina-1 en la sangre del cordón umbilical del feto.  
En el estudio ya mencionado de Basar y col. (2012)516 realizado en pacientes 
europeos (Turquía) con hígado graso no alcohólico se observó una correlación negativa 
entre los niveles séricos de NUCB2/nesfatina-1 y los niveles de glucosa en sangre al 
considerar el conjunto de los pacientes (controles y afectados de hígado graso). Además, en 
los pacientes con resistencia a la insulina los niveles circulantes de NUCB2/nesfatina-1 
eran menores con respecto al grupo de los sensibles a la insulina, al igual que ocurría con el 
IMC. Asimismo, en el estudio de Liu y col. (2014)522 se observó que pacientes asiáticos con 
diabetes tipo II presentan menores niveles plasmáticos de nesfatina-1, y que al considerar el 
conjunto de pacientes del grupo de estudio (30 con diabetes tipo II, 25 con disminución de 
la tolerancia a la glucosa y 30 controles sanos) dichos niveles de nesfatina-1 se 
correlacionan negativamente con la HbA1c. 
Sin embargo, Zhang y col. (2012)513 observaron en 220 pacientes de origen asiático 
(China) categorizados en 3 grupos (74 pacientes con diabetes tipo II, 73 pacientes con 
intolerancia a la glucosa y 73 controles sanos) que en la diabetes de tipo II de reciente 
diagnóstico los niveles plasmáticos de nesfatina-1 aparecen incrementados. Asimismo, 
Dong y col. (2013)524 observaron en un estudio realizado en ratas con diabetes tipo II 
inducida por dieta alta en grasa y pequeñas dosis de estreptozotocina, que las ratas 
diabéticas presentaban mayores niveles de NUCB2/nesfatina-1 en plasma mientras que la 
expresión de nesfatina-1 en el hipotálamo estaba disminuida con respecto al grupo control. 
La administración de nesfatina-1 durante 6 días en estas ratas producía una normalización 
en el peso y en los niveles de ácidos grasos en sangre (sugiriendo una mejora de la 
dislipemia previa), y una disminución de los niveles de glucosa y de resistencia a la insulina 
en sangre.524 Además, los niveles de fosforilación de AMPK y ACC en el músculo 




sugiriendo la participación de esta hormona en la oxidación de los ácidos grasos por parte 
del músculo.524  
En resumen, los datos aportados por los estudios realizados hasta el momento 
muestran que existen resultados contradictorios en cuanto a los niveles de expresión de 
NUCB2/nesfatina-1 circulantes en condiciones patológicas de obesidad y/o diabetes tipo 
II. 
6.8.-Nesfatina-1 como hormona pleiotrópica. 
Los primeros trabajos dedicados a elucidar las funciones biológicas de nesfatina-1 
se centraron principalmente en su papel anorexigénico a nivel hipotalámico.363,430,433,435 En 
este sentido, gracias a diferentes estudios pudimos conocer la implicación de nesfatina-1 no 
solo en la reducción de la ingesta,363,411,412 sino también en la reducción del consumo de 
agua417,418 y del peso corporal.363,445  
Pero el hipotálamo no solo está implicado en el control de la ingesta y la 
homeostasis energética, sino que también interviene en la regulación de numerosos 
procesos biológicos imprescindibles para la vida190,525–541 (Tabla 3). 
 
Regulación hipotalámica Bibliografía 
Ritmos circadianos 
Sistema nervioso autónomo 
Sueño y vigilia 
Comportamiento e interacción social 
Ansiedad y miedo 
Respuesta frente a situaciones de estrés 













Tabla 3: Clasificación de las principales funciones biológicas reguladas por el hipotálamo. 
Nesfatina-1 presenta una amplia distribución a nivel cerebral en zonas que no solo 
están implicadas en la regulación del apetito, lo que sugiere que podría tener otras 
funciones biológicas aparte de su papel inicial como nueva adipokina 
anorexigénica.411,427,428,430,433,446,447 
 A su vez, diversos estudios han mostrado la colocalización a nivel cerebral de 
NUCB2/nesfatina-1 con diversos péptidos y neurotransmisores relacionados tanto con el 
control de la ingesta como con otros procesos biológicos, aparte de los vistos 
anteriormente, como la urocortina-1,449 la hormona concentradora de melanina (MCH),433 
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la vasopresina,435 la oxitocina,435 la somatocrinina (GHRH),427 el factor liberador de 
corticotropina (CRF),435 la hormona liberadora de tirotropina (TRH),435 la histamina 
neuronal450 y la somatostatina,427 lo que apoyaría la existencia de posibles funciones 
pleiotrópicas de nesfatina-1 a nivel cerebral.503 
Nesfatina-1 y función gástrica. 
Diversos estudios muestran que la nesfatina-1 tiene una elevada expresión en el 
estómago,395,398,451 por lo que recientemente ha crecido el interés del estudio de los posibles 
efectos de nesfatina-1 sobre la función gástrica. De este modo, se ha visto que la 
administración intracerebral de nesfatina-1 en ratas inhibe la secreción de ácidos gástricos 
estimulada por señales nerviosas vagales,542 reduce el vaciado gástrico412 y protege frente al 
daño gástrico inducido por estrés493 y por indometacina543 (antiinflamatorio no esteroideo), 
aunque en pacientes diabéticos se ha observado que la protección gástrica de nesfatina-1 se 
encuentra alterada en este tipo de pacientes.544 También se ha visto que la administración 
central de nesfatina-1 estimula la excitabilidad de las neuronas responsables de la distensión 
gástrica de respuesta a grelina en el núcleo ARC y reduce la motilidad gástrica en ratas, 
sugiriendo que la nesfatina-1 podría actuar como un factor inhibitorio en el ARC para 
regular la motilidad gástrica mediante el sistema de las melanocortinas.545 Por otro lado, se 
ha visto que la distensión gástrica activa las neuronas productoras de NUCB2 en el NTS, 
sugiriendo su posible participación en la función anorexigénica de nesfatina-1.483 
Nesfatina-1 y termorregulación.  
Como adipokina reguladora de la ingesta, nesfatina-1 forma parte del sistema de 
regulación de la homeostasis energética.471 Dos de sus componentes principales son el 
balance nutricional y la termorregulación, de forma que ambos contribuyen al incremento y 
al gasto de energía respectivamente y son regulados a nivel hipotalámico por los péptidos 
del sistema de las melanocortinas,546 y otros como CRF,547 TRH,92 MCH,548 oxitocina549 y 
vasopresina.549,550 Todos estos péptidos se colocalizan con nesfatina-1 a nivel hipotalámico, 
y recientemente se ha demostrado que nesfatina-1, aparte de su efecto en la reducción de la 
ingesta, produce un incremento en la temperatura corporal, actuando a través de los 
receptores de melanocortina MC3R/MC4R.410 De esta forma, nesfatina-1 tendría un papel 




Nesfatina-1 y respuesta al estrés. 
Muchos de los péptidos orexigénicos y anorexigénicos se ven implicados a nivel 
hipotalámico en rutas de señalización relacionadas con la respuesta al estrés vitales para la 
regulación de la homeostasis energética y la adaptación al medio ambiente.551,552 
 Numerosos estudios relacionan alteraciones en la ingesta con la exposición a 
factores que causan estrés.553,554 Se ha demostrado que los estados de ayuno o saciedad,553 
así como el tipo de dieta consumida (alta o baja en grasa), influyen en la respuesta del eje 
hipotalámico-pituitario-adrenal, principal regulador de la respuesta al estrés.356 Como 
hemos dicho anteriormente, muchos de los péptidos relacionados con el control de la 
ingesta están regulando ambos procesos, y se ha visto que nesfatina-1 tiene también un 
papel importante en la respuesta al estrés.447 Las neuronas productoras de nesfatina-1 se 
activan frente a estímulos inflamatorios periféricos como el LPS,429 y se ha demostrado su 
papel protector a nivel gástrico frente al daño producido por estrés.493  
Nesfatina-1 y ansiedad/miedo. 
En diversos estudios con pacientes y animales, se ha visto una asociación clara de la 
señalización de nesfatina-1 con el incremento de la ansiedad y el miedo,493,555–558 y parece 
estar implicada en el desarrollo de enfermedades mentales como la depresión,559 la 
epilepsia,459,560 la anorexia nerviosa509 y episodios maníacos.561 
Nesfatina-1 y regulación del sueño. 
Muchos de los desórdenes del sueño se ven asociados con episodios de depresión y 
anormalidades en la fase REM (movimiento rápido de los ojos).562 Durante el sueño, la 
zona lateral hipotalámica que expresa MCH está activa, y se ha sugerido la participación de 
MCH en la regulación del sueño.563 Nesfatina-1 y MCH colocalizan en el hipotálamo y 
ambas están relacionadas con el control de la ingesta y también con la depresión.556,559,564 
Basándose en estos datos, dos grupos independientes demostraron la implicación de 
nesfatina-1 en la regulación del control del sueño en rata,562,565 de forma que la abolición de 
la fase REM disminuye los niveles de ARNm y proteína de NUCB2/nesfatina-1 en el 
núcleo hipotalámico dorsomedial (implicado en el control de la ingesta, depresión y 
procesos de alerta), mientras que la recuperación de la fase REM restaura sus niveles270. 
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Nesfatina-1 y función reproductora. 
A lo largo de los años, numerosos estudios han demostrado que muchas de las 
rutas centrales y las señales periféricas responsables de la homeostasis energética participan 
también en el control de funciones biológicas influenciadas por el estado metabólico del 
organismo.566 El inicio de la pubertad y la fertilidad son procesos muy sensibles a la 
magnitud de las reservas energéticas corporales y se regulan por factores clave del control 
del apetito, como por ejemplo la leptina.566 
En distintos estudios se ha sugerido que nesfatina-1 es necesaria para un desarrollo 
normal de la pubertad y para una adecuada función reproductiva,399,400,420,566–569 de forma que 
se ha visto que la nesfatina-1 estimula la liberación de oxitocina a nivel hipotalámico en 
rata, la cual es también un regulador positivo de la maduración en la pubertad femenina.567 
En estudios realizados en ratas hembra, se sugiere la participación de nesfatina-1 en 
el control positivo del eje gonadotrópico en la pubertad, de forma que la inyección 
intracerebral aguda de nesfatina-1 induce una elevación pequeña pero detectable de los 
niveles circulantes de hormona luteinizante (LH) y hormona folículoestimulante (FSH) en 
ratas alimentadas ad libitum, mientras que en ratas en ayuno los niveles de estas 
gonadotropinas se ven incrementados de forma drástica.567 Por tanto, en condiciones 
metabólicas normales, la respuesta a la nesfatina-1 exógena es modesta, pero se agudiza tras 
el ayuno, fenómeno previamente descrito para otros factores secretagogos de 
gonadotropinas.567 Al contrario que en las hembras en pubertad, la administración exógena 
de nesfatina-1 en ratas adultas en periodo fértil no causa ninguna variación en los niveles 
circulantes de LH y FSH.567 Sin embargo, otro estudio sugiere que dosis más altas de 
nesfatina-1 sí incrementan los niveles de LH y FSH en machos adultos, lo cual indica que el 
eje gonadotrópico en adultos también es sensible a las acciones de la nesfatina-1, aunque 
hay que tener en cuenta las diferencias sexuales entre ambos estudios.566 
Nesfatina-1 se expresa tanto en ovarios como en testículos en humanos, rata y 
ratón.566 En testículos, nesfatina-1 es producida por las células de Leydig (productoras de 
testosterona), y se sugiere su participación en el proceso de secreción de testosterona.399 En 
ovarios, se ha visto que mujeres con síndrome de ovario poliquístico (caracterizado por 
obesidad, resistencia a la insulina, hiperandrogenemia e hirsutismo) tienen menores niveles 
plasmáticos de nesfatina-1 que las mujeres sanas.568  
Anwar y col. (2013)521 han visto en niños y adolescentes (Ejipto) que los niveles 




un grupo de 40 individuos (20 obesos y 20 controles), aunque solo observan diferencias 
significativas en el grupo de los controles. 
Nesfatina-1 y regulación de la viabilidad celular. 
Dos estudios independientes sugieren que la nesfatina-1 podría actuar como una 
molécula antiapoptótica y antiinflamatoria en casos de daño cerebral.570,571 Özsavcí y col. 
(2011)430 observaron que tras la inducción de hemorragia subaracnoidea en ratas el pre-
tratamiento con nesfatina-1 mejoraba el daño neurológico y el estrés oxidativo, así como 
también mejoraba los cambios morfológicos producidos en las arterias basilares.430 A su vez, 
observaron una disminución en la actividad de la caspasa 3 y en la presencia de citoquinas 
proinflamatorias en plasma.430 Siguiendo esta línea, Tang y col. (2012)431 realizaron otro 
estudio evaluando del papel de nesfatina-1 sobre la protección frente al daño cerebral por 
traumatismo, demostrando que la administración de nesfatina-1 30 minutos antes del 
mismo suprime la expresión génica del factor nuclear κB (NFκB) y disminuye las 
concentraciones de TNF-α, IL-1β e IL-6.431 A su vez, observaron una disminución en la 
actividad de la caspasa 3 y del número de células neuronales apoptóticas. Además, la 
administración de nesfatina-1 tras 2-8 horas posteriores al traumatismo también suprimía 
de forma significativa los procesos inflamatorios y la apoptosis celular.431 
 Sin embargo, Xu y col. (2013)572 observaron un papel proapoptótico de nesfatina-1 
en la línea celular humana derivada de carcinoma epitelial ovárico HO-8910, induciendo un 
arresto de la fase G1 del ciclo celular e incrementando la actividad de las caspasas 3/7. 
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7.-Nesfatina-1 y sistema cardiovascular. 
 
 La nesfatina-1 es una hormona secretada por diversos tejidos, entre los que se 
incluyen el tejido adiposo363,401,413,351 y, recientemente, el corazón,402 con importantes efectos 
a nivel metabólico. Aunque al inicio de este trabajo de tesis solo se conocía el efecto 
anorexigénico de nesfatina-1 y su distribución a nivel cerebral, en los últimos años se ha 
visto que nesfatina-1 presenta importantes efectos a nivel cardiovascular, y concretamente 
en el corazón. 
7.1.-Nesfatina-1 y el síndrome metabólico. 
 La asociación entre el síndrome metabólico (SMet) y las enfermedades 
cardiovasculares se debe al papel del SMet en la desregulación de la homeostasis de 
importantes factores relacionados con la inflamación, el estrés y la producción de 
adipokinas y hormonas metabólicas por el tejido adiposo.573  
 El único estudio realizado hasta la fecha acerca del estudio de los niveles de 
nesfatina-1 en el síndrome metabólico es el de Catak y col. (2014)574, donde observan que 
los niveles plasmáticos de nesfatina-1 se incrementan significativamente en ratas con 
síndrome metabólico inducido por dieta alta en fructosa, independientemente del sexo. 
Asimismo, los niveles de nesfatina-1 en los principales tejidos del aparato reproductor 
también aparecen incrementados al inducir síndrome metabólico. 
7.2.-Efectos de nesfatina-1 a nivel cerebral sobre la función 
cardiovascular. 
La nesfatina-1 se expresa en neuronas de distintos núcleos cerebrales conocidos 
como importantes reguladores de la función cardiovascular, como el ARC, el PVN, el 
DMV o el NTS,101,575–577 coexpresándose con distintos neuropéptidos y neurotransmisores 
no solo implicados en el control del apetito, sino también en la regulación de la 
homeostasis de los líquidos corporales y el sistema nervioso autónomo, como la urocortina, 
la MSH, el NPY, el CRH, la oxitocina o la vasopresina,450,476,575,577–580 todos ellos con 
importantes funciones a nivel cardiovascular.89,101,575,579,581  
Basándose en estos datos, Yosten y col. (2009)580 se propusieron determinar los 
efectos de la administración central de nesfatina-1 sobre el sistema cardiovascular en ratas, 
observando que la nesfatina-1 induce un incremento significativo de la presión arterial. 
Aunque este incremento no era muy elevado, su magnitud se correspondía con la de otros 




prolactina (PRLH) o la orexina.580 La inyección central de nesfatina-1, aunque incrementaba 
la presión arterial, no implicaba un aumento de la frecuencia cardiaca, posiblemente debido 
a los múltiples factores que controlan este proceso. Además, observaron que el efecto de la 
nesfatina-1 sobre el incremento de la presión arterial podía ser revertido por el inhibidor de 
los receptores de melanocortinas SHU9119 y también por un antagonista adrenérgico no 
selectivo (pentolamina), sugiriendo que la nesfatina-1 podría actuar a través de los 
receptores de las melanocortinas sobre las neuronas que los expresan para activar centros 
preautonómicos, como por ejemplo el NTS, resultando en el incremento de la activad del 
sistema nervioso simpático y la elevación de la presión arterial.580 La participación del 
sistema de las melanocortinas sobre el control de la ingesta está bien documentada, pero se 
ha sugerido también su papel a nivel cardiovascular.580 La inyección de MSH-α a nivel 
cerebral en conejos induce el incremento tanto de la presión arterial como de la actividad 
simpática, un efecto que se suprime tras la administración de AgRP, agonista endógeno de 
MC3/4R.582 En ratas, agonistas de MSH-α incrementan de forma aguda la presión arterial y 
alteran los niveles basales de tensión cuando se administran de forma crónica.583,584 Además, 
el sistema de las melanocortinas potencia el aumento de la actividad simpática y la presión 
arterial inducida por otras adipokinas, como la leptina.442 Todo ello sugiere que el efecto de 
nesfatina-1 en el incremento de la presión sanguínea podría tener lugar a través de un 
mecanismo dependiente de los receptores MC3/4R, como ya se ha visto que ocurre en la 
función de nesfatina-1 sobre el control de la ingesta.580  
Posteriormente, Yosten y col. (2010)418 se centraron en el estudio de la posible 
implicación de nesfatina-1 sobre la ruta de señalización de la oxitocina, neuropéptido 
implicado en diversas funciones biológicas, como en la contracción uterina, el 
comportamiento sexual y materno o la ingesta, así como también en el control de la 
función cardiovascular,585,586 basándose en que ambos péptidos se colocalizan a nivel 
hipotalámico en el PVN427 y en que la nesfatina-1 tiene efectos directos sobre la 
despolarización de las neuronas productoras de oxitocina.474 En este estudio observaron 
que la nesfatina-1 inducía un incremento de la tensión arterial, que era revertido por un 
antagonista del receptor de oxitocina, el cual pertenece a la familia de receptores acoplados 
a proteínas G,587 sugiriendo que la presencia de receptores de oxitocina funcionales son 
necesarios para que nesfatina-1 pueda ejercer sus funciones a nivel cerebral, y que el 
sistema de la oxitocina podría ser así un mediador downstream de las funciones tanto 
anorexigénicas como antihipertensivas de la nesfatina-1.418 
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Mimee y col. (2012),476 en un estudio realizado en ratas, sugieren la participación de 
nesfatina-1 tanto en la hiperpolarización como en la despolarización de la membrana 
plasmática de neuronas del PVN y ARC, atribuyendo este efecto opuesto a un mecanismo 
regulatorio a nivel funcional de nesfatina-1 sobre estas neuronas, que en último lugar 
conduce a una regulación del sistema cardiovascular y la homeostasis energética.476 La 
nesfatina-1 producía despolarizaciones solo en las neuronas productoras de NUCB2, 
sugiriendo la existencia de un sistema de retroalimentación positivo en la propia 
señalización de la nesfatina-1.476 En este estudio se observó un incremento de la presión 
arterial tras la administración de nesfatina-1, aunque sin consecuencias sobre el ritmo de la 
frecuencia cardiaca.476  
Brailoiu y col. (2013),588 demostraron que el tratamiento con nesfatina-1 de 
neuronas cardiacas vagales, implicadas en la regulación de la frecuencia cardiaca,589 induce 
un incremento rápido dosis-dependiente en la concentración de Ca2+ intracelular en 
neuronas preganglionares del núcleo ambiguo.588 Este sistema de actuación de nesfatina-1 a 
través del incremento de la concentración de calcio celular, al igual que ocurría en neuronas 
hipotalámicas,430 podría sugerir la interacción de nesfatina-1 con un receptor acoplado a 
proteínas G.588 El tratamiento con antagonistas tanto de MC3/4R como de oxitocina no 
afecta al incremento de la concentración de Ca2+ intracelular dependiente de nesfatina-1 en 
las neuronas del núcleo ambiguo, sugiriendo en este caso un modo de actuación de 
nesfatina-1 independiente del sistema de las melanocortinas.588 La estimulación de las 
neuronas cardiacas parasimpáticas induce la liberación de acetilcolina en el corazón y la 
consecuente bradicardia, y la inyección de nesfatina-1 en el núcleo ambiguo produce 
bradicardia sin observarse cambios en la presión sanguínea.588 Aunque en los estudios 
anteriores se observa un incremento de la presión arterial y la frecuencia cardiaca tras la 
inyección central de nesfatina-1, este resultado sugiere la existencia de múltiples sitios de 
acción de nesfatina-1 sobre el control del sistema nervioso autónomo a nivel 
cardiovascular, modulando tanto los nervios simpáticos como los parasimpáticos, al igual 
que ocurre con otros péptidos implicados en el control de la ingesta, como la orexina.588 
La red neuronal simpática que inerva los riñones participa en la regulación de la 
presión sanguínea a través del sistema de la renina-angiotensina.590 Se ha visto, también, que 
la inyección central de algunos neuropéptidos anorexigénicos como la orexina,591 el NPY592 
o la PACAP,593 alteran la actividad nerviosa renal simpática, con la consecuente implicación 
sobre la presión arterial.594 Tanida y col. (2011)594 demostraron que la inyección cerebral de 
nesfatina-1 estimula de forma dosis-dependiente la actividad simpática renal y el 




actúa en este caso a través del sistema de las melanocortinas modulando a nivel central la 
regulación del sistema cardiovascular mediante la señalización de los nervios autónomos.594 
En este estudio tampoco se observa ningún efecto de la nesfatina-1 sobre la frecuencia 
cardiaca.594 
7.3.-Efectos de nesfatina-1 a nivel vascular. 
Cada vez existen más evidencias que indican que las adipokinas pueden afectar a la 
capacidad de contracción de los vasos sanguíneos periféricos y participar así en el control 
de la presión sanguínea.595–597 Yamawaki y col. (2012)598 se propusieron estudiar los posibles 
efectos de nesfatina-1 sobre la regulación de la presión sanguínea a través de la función 
endotelial en rata. Para ello utilizaron nitroprusiato, un potente vasodilatador arterial y 
venoso empleado en el tratamiento agudo hospitalario de pacientes con insuficiencia 
cardiaca congestiva,599 que actúa como un donante de NO para inducir la relajación del 
músculo liso al estimular la producción de GMPc mediante la activación de la guanilato 
ciclasa soluble (sGC).600 El GMPc causa la relajación del músculo liso mediante varios 
mecanismos, entre los que se incluyen el descenso de la concentración citosólica de Ca2+ 
y/o la sensibilidad al Ca2+ de proteínas de contracción mediante la activación de la proteín 
kinasa dependiente de GMPc (PKG).601,602 Por otro lado, las fosfodiesterasas (PDEs) son 
enzimas que hidrolizan el GMPc, por lo que los niveles de GMPc endoteliales se regulan 
por el balance entre la actividad de las sGC y las PDEs.598 Yamawaki y col. (2012)598 
observaron que la administración de nesfatina-1 en la arteria mesentérica de rata en cultivo 
inhibe la inducción de la producción de GMPc producida por SNP en presencia de un 
inhibidor de PDEs, por lo que sugieren que el efecto inhibitorio de nesfatina-1 sobre la 
producción de GMPc estaría mediada principalmente a través de la inhibición de la sGC en 
vez de por la activación de las PDEs.598 Para estudiar el significado a nivel sistémico de este 
efecto, Yamawaki y col. (2012)598 administraron de forma intravenosa nesfatina-1 y 
nitroprusiato en ratas, observando un incremento y un descenso de la presión arterial 
respectivamente, de forma que el pretratamiento con nesfatina-1 suprime el efecto de 
nitroprusiato sobre el descenso de la presión arterial. De este modo sugieren un mecanismo 
de regulación a nivel periférico aparte del ya descrito a nivel central,594 con lo cual la 
nesfatina-1 podría estar participando a través de los dos mecanismos independientes para 
regular la presión arterial.598 
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7.4.-Efectos de nesfatina-1 a nivel cardiaco. 
 El único trabajo publicado hasta la fecha acerca de los efectos directos de nesfatina-
1 sobre el funcionamiento del corazón es el de Angelone y col. (2013).402 En primer lugar, 
demostraron que la nesfatina-1 se expresa tanto a nivel de ARNm como de proteína en el 
ventrículo de rata, en niveles comparables a los del cerebro o el estómago, sugiriendo que 
el corazón podría ser un órgano productor de nesfatina-1.402 A continuación observaron 
que, en corazones de rata perfundidos, la exposición ante concentraciones crecientes de 
nesfatina-1 tiene un efecto cardiodepresor al inducir el incremento de la presión ventricular 
izquierda, la tasa máxima de contracción del ventrículo izquierdo, el tiempo de relajación 
medio y los índices de contracción y relajación, aunque no produce ningún efecto sobre la 
presión coronaria.402 A nivel intracelular, intentaron dilucidar los mecanismos de acción de 
nesfatina-1, observando que la administración de un inhibidor de los receptores acoplados 
a proteínas Gi/o no inhibe los efectos inotrópicos y lusitrópicos de nesfatina-1, descartando 
la posibilidad de que los efectos a nivel cardiaco de nesfatina-1 estén mediados por este 
tipo de receptores.402 Se sabe que el corazón en mamíferos expresa un tipo de receptores 
acoplados a guanilato ciclasa (GC), denominados receptores de los péptidos natriuréticos 
tipo A (NPR-A) y B (NPR-B), cuya activación por los péptidos natriuréticos produce una 
modulación cardiaca negativa.603 Para estudiar si los receptores acoplados a GC contribuían 
a los efectos inotrópicos y lusitrópicos de nesfatina-1, inhibieron el NPR-A, observando la 
desaparición del efecto cardiodepresor de nesfatina-1 y sugiriendo la participación de NPR-
A en la mediación de sus efectos.603 Esta posibilidad estaba apoyada por el incremento de 
los niveles de GMPc en extractos cardiacos tras la exposición a nesfatina-1, y por la 
coprecipitación de membranas para nesfatina-1 y NPR-A.603 A continuación, trataron de 
identificar posibles rutas de señalización intracelular desencadenadas por nesfatina-1, y para 
ello perfundieron los corazones con inhibidores selectivos de ERK1/2, PKG y AKT, 
observando que los tres inhibidores suprimen los efectos de nesfatina-1.603 Mediante la 
técnica de western blot, observaron que nesfatina-1 induce la fosforilación de ERK1/2, 
aunque no observaron ningún cambio en la fosforilación de AKT.603 Asimismo, 
observaron que los efectos a nivel cardiaco de nesfatina-1 eran independientes de la 
producción de NO.603  
Dado que muchos péptidos con propiedades cardiodepresoras tienen efectos 
protectores sobre el daño causado por isquemia/reperfusión (I/R),604,605 Angelone y col. 
(2013)402 realizaron ensayos de I/R en corazones de rata y observaron que en I/R existen 




significativa frente al daño por I/R, produciendo una reducción de la zona infartada y una 
marcada mejora de la función contráctil post-isquemia.402 El análisis fisiológico de los 
mecanismos de acción cardioprotectores de nesfatina-1 muestra la implicación de canales 
de K+ dependientes de ATP mitocondriales y la activación de la PKCε,402 lo que sugiere que 
actúa a nivel mitocondrial regulando la supervivencia celular mediante la reducción tanto de 
la necrosis como de la apoptosis.606,607 De este modo, Angelone y col. (2013)402 sugieren con 
este trabajo que la nesfatina-1 ejerce un efecto directo sobre el corazón mediante la 
disminución de la contractilidad y la relajación a través de la ruta del GMPc, y mediante la 
inducción de cardioprotección frente al daño por I/R. 
En cuanto a los efectos de nesfatina-1 a nivel cardiovascular en humanos, Dai y col. 
(2013)458 estudiaron la posible variación de niveles plasmáticos de nesfatina-1 debido al 
infarto agudo de miocardio. Estudios previos han demostrado que determinados péptidos 
reguladores del apetito, como por ejemplo la leptina o la grelina, presentan un amplio 
abanico de efectos sobre el sistema cardiovascular, jugando un papel importante en la 
patogénesis de la enfermedad coronaria arterial y el infarto agudo de miocardio.608,609 De 
este modo, Dai y col. (2013)458 observaron en un estudio realizado en 156 sujetos, divididos 
en pacientes con infarto agudo de miocardio (48), angina de pecho estable (74) o en 
pacientes son sospecha de enfermedad coronaria arterial pero sin lesiones (34), que los 
niveles de nesfatina-1 plasmáticos eran significativamente menores en pacientes con infarto 
agudo de miocardio con respecto a los otros grupos. 
Finalmente, en un estudio realizado por Celik y col. (2013)610 recientemente, se ha 
visto que en pacientes con taquicardia supraventricular los niveles de nesfatina-1 en plasma 
están más elevados que en pacientes control. Los autores explican este hallazgo basándose 
en el efecto inhibitorio que tiene nesfatina-1 sobre NPY y el efecto estimulatorio que tiene 
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El objetivo principal de este trabajo de tesis ha sido determinar la expresión y 
función biológica de nesfatina-1 a nivel cardiomiocitario, así como la posible implicación 
de esta hormona en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Para ello se plantearon 
los siguientes objetivos secundarios: 
1.-Determinar la expresión de nesfatina-1 a nivel de ARNm y proteína tanto en 
cardiomiocitos en cultivo como en tejido cardiaco. 
2.-Estudiar el papel de la nesfatina-1 sobre la viabilidad y proliferación celular en 
cardiomiocitos. 
3.-Estudiar el posible mecanismo de acción de nesfatina-1 en cardiomiocitos 
mediante el estudio de la activación de cascadas de señalización intracelular. 
4.-Estudiar el posible papel regulador de nesfatina-1 sobre la incorporación de 
glucosa y ácidos grasos por parte de cardiomiocitos en cultivo. 
5.-Estudiar la regulación de los niveles de expresión de nesfatina-1 a nivel cardiaco 
por la dieta y en la obesidad de origen genético. 
6.-Estudiar la regulación de la expresión de nesfatina-1 por mediadores 
inflamatorios e insulina. 
7.-Estudiar la expresión génica de nesfatina-1 en tejido cardiaco auricular de 
pacientes sometidos a cirugía cardiaca. 
8.-Estudiar la expresión génica de nesfatina-1 en tejido ventricular de corazones 
trasplantados en la fase final de la cardiomiopatía dilatada. 
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 Todos los reactivos utilizados son de Sigma-Aldrich (USA) salvo que se indique lo 
contrario. 
1.-Ética 
Todas las adquisiciones de tejidos humanos se realizaron previo consentimiento 
informado de los pacientes, de acuerdo con la Declaración de Helsinki 2008 y la Ley 
Orgánica 15/1999 de Protección de Datos de Carácter Personal y, en caso necesario, con la 
Convención Europea de los Derechos Humanos y Biomedicina (ETS 164) y la Ley de 
Tejidos Humanos de 2004 (Reino Unido), tras la aprobación por parte del Comité Ético de 
Investigación Clínica de la Xunta de Galicia. 
Para los experimentos in vivo con ratas, se utilizaron las instalaciones del animalario 
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela (USC), siguiendo 
los principios de Helsinki, las regulaciones del Comité Bioético de la USC y las directrices 
de la directiva 2010/63 de la Unión Europea. Los experimentos se realizaron según la 
normativa legal vigente de experimentación animal y según la Ley 32/2007 del 7 de 
noviembre para el cuidado de animales en su explotación, transporte, experimentación y 
sacrificio, modificada por la Ley 6/2013 de 11 de junio y el Real Decreto 53/2013 del 1 de 
febrero por el que se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los 
animales utilizados en experimentación y fines científicos. 
2.-Tejidos humanos.  
Las muestras de aurícula cardiaca humana se obtuvieron de pacientes procedentes 
del Servicio de Cardiología-Cirugía Cardiaca de la Xerencia de Xestión Integrada de 
Santiago de Compostela, sometidos a cirugía cardiaca con bypass cardiopulmonar. En dicha 
cirugía, y para introducir el catéter necesario, se escinde un trozo de apéndice auricular que 
normalmente se desecha y que nosotros recogemos para experimentación. Los análisis 
bioquímicos de las muestras de pacientes se realizaron como parte del protocolo médico en 
el laboratorio de Bioquímica del Hospital Clínico Universitario de la Xerencia de Xestión 
Integrada de Santiago de Compostela, y todas las pruebas funcionales y seguimiento de los 
pacientes tuvieron lugar en el Servicio de Cardiología de la Xerencia de Xestión Integrada 
de Santiago de Compostela. Las características de los pacientes se muestran en la tabla 4. 
Las muestras de ventrículo izquierdo cardiaco humano fueron una donación del Dr 
Miguel Rivera, Jefe de la Unidad de Cardiocirculatorio del Hospital Universitario y 
Politécnico La Fe de Valencia. Se obtuvieron a partir de corazones explantados de 29 
pacientes con cardiomiopatía isquémica (ISQ) y 19 pacientes con cardiomiopatía dilatada 
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(DIL), todos no diabéticos y en la fase final de la insuficiencia cardíaca, sometidos a 
trasplante de corazón (Tabla 5). Como controles se utilizaron 6 donantes no enfermos en 
parada cardioplégica durante 2.5 horas, descartados para trasplante debido a 
incompatibilidad sanguínea o de tamaño (Tabla 6).  
Las muestras de mucosa estomacal se obtuvieron del Departamento de Patología 
Digestiva del Hospital Clínico Universitario de la Xerencia de Xestión Integrada de 
Santiago de Compostela. 
Las muestras de plasma se obtuvieron de pacientes de la Red Nacional de 
Investigación en Insuficiencia Cardiaca (REDINSCOR) (Instituto de Salud Carlos III) 
pertenecientes a la Xerencia de Xestión Integrada de Santiago (Tabla 7). 
 
Tejido auricular humano Varones (178) Mujeres (90) 
Datos demográficos     
Edad (años) (media) 69.07 69.77 
IMC (kg/m2) (media) 28.41 29.1 
Peso normal (18.5–24.9 kg/m2) (n) 29 (16.3%) 17 (18.8%) 
Sobrepeso (25–29.9 kg/m2) (n) 95 (53.3%) 34 (37.7%) 
Obesidad (30 kg/m2) (n) 49 (27.5%) 37 (41.1%) 
HTA (n) 129 (72.4%) 67 (74.4%) 
Diabetes tipo I (n) 2 (1.12%) 1 (1.11%) 
Diabetes tipo II (n) 51 (28.6%) 22 (24.4%) 
Hiperlipemia 93 (52.2%) 52 (57.7%) 
Laboratorio     
Triglicéridos (mg/dL) (media) 109.6 124.76 
Colesterol (mg/dL) (media) 167.93 189.75 
Glucosa (mg/dL) (media) 114.85 114.73 
Tratamiento     
Antiagregantes (n) 64 (35.9%) 29 (32.2%) 
Anticoagulantes (n) 35 (19.6%) 20 (22.2%) 
IECAs (n)  53 (29.7%) 22 (24.4%) 
ARAII (n) 37 (20.7%) 20 (22.2%) 
β-bloqueantes (n) 54 (30.3%) 28 (31.1%) 
Calcioantagonistas (n) 39 (21.9%) 11 (12.2%) 
Diuréticos (n) 95 (53.3%) 41 (45.5%) 
Antidiabéticos Orales (n) 35 (19.6%) 14 (15.5%) 
Insulina (n) 13 (7.3%) 7 (7.7%) 
Patologías cardiovasculares     
Lesión coronaria (n)  96 27 
 
Tabla 4: Características de los pacientes de cirugía cardiaca. IMC: índice de masa corporal, HTA: 
hipertensión arterial, IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, ARAII: antagonistas del 
receptor de angiotensina II. 
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Tejido ventricular humano ISQ ( n=29) DIL (n=19) 
Edad (años) (media) 53.6 46.5 
Sexo (varones) 16 17 
Escala NYHA (media) 3.61 3.44 
IMC (kg/m2) (media) 25.5 25.1 
FEVI (%) (media) 23.2 19.6 
VFSVI (mm) (media) 53.4 69.8 
VFDVI (mm) (media) 61.7 78.3 
MVI (g) (media) 258.7 390.8 
Duración de la enfermedad (meses) 
(media) 37.8 69.5 
 
Tabla 5: Características de los pacientes con insuficiencia cardiaca. NYHA: New York Heart Association, IMC: 
índice de masa corporal, FEVI: fracción de eyección del ventrículo izquierdo, VFSVI: volumen fin de sístole 
del ventrículo izquierdo, VFDVI: volumen fin diástole del ventrículo izquierdo, MVI: masa ventricular 
izquierda. Duración de la enfermedad: meses transcurridos desde el diagnóstico hasta el trasplante. 
 
Donante Edad Género Causa de la muerte FEVI 
1 16 Mujer Accidente Tráfico >50 
2 56 Hombre Accidente Tráfico >50 
3 56 Hombre Accidente cerebrovascular >50 
4 51 Hombre Desconocida >50 
 
Tabla 6: Características de los pacientes utilizados como controles en los estudios de ventrículo humano. 
 
Plasma humano (RECAVA) Varones (62) Mujeres (22) 
Datos demográficos     
Edad (años) (media) 64.59 72.09 
IMC (kg/m2) (media) 28.34 27.98 
Peso normal (18.5–24.9 kg/m2) (n) 9 (15.78%) 5 (26.31%) 
Sobrepeso (25–29.9 kg/m2) (n) 30 (52.63%) 10 (52.46%) 
Obesidad (30 kg/m2) (n) 17 (28.82%) 4 (21.05%) 
HTA (n) 38 (61.29%) 14 (63.63%) 
Diabetes tipo II (n) 29 (46.77%) 11 (50%) 
Hiperlipemia (n) 35(56.45%) 12 (54.54%) 
Cardiomiopatía dilatada (n) 21 (50%) 8 (36.4%) 
Cardiomiopatía valvular (n) 1 (1.6%) 2 (9.1%) 
Cardiomiopatía hipertrófica (n) 3 (4.8%) 6 (27.3%) 
Cardiomiopatía hipertensiva (n) 15 (24.2) 6 (27.3%) 
Reducción de la tolerancia al ejercicio (n) 4 (7.14 %) 3 (13.63%) 
Laboratorio     
Triglicéridos (mg/dL) (media) 136.79 129.66 
Colesterol (mg/dL) (media) 179.67 194.38 
Glucosa (mg/dL) (media) 139.84 137.8 
 
Tabla 7: Características de los pacientes pertenecientes a la red de insuficiencia cardiaca REDINSCOR. IMC: 
índice de masa corporal, HTA: hipertensión arterial. 




Para la determinación de los niveles de expresión de ARNm de NUCB2/nesfatina-
1 a nivel tisular se utilizaron ratas Sprague-Dawley adultas o ratones BALB/C alimentados 
ad libitum con dieta estándar del animalario (2.9 kcal/g, 3.10% de grasa, 16.1% de proteína) 
(Scientific Animal Food & Engineering, FR) que fueron sacrificadas por decapitación.  
Para los estudios del efecto de la dieta alta en grasa sobre la expresión cardiaca de 
nesfatina-1 se utilizaron ratas Sprague-Dawley alimentadas durante 18 semanas con dieta 
normal (3.85 kcal/g, 10% de grasa, 20% de proteína, 70% de hidratos de carbono) 
(Research Diets, Inc. USA) o dieta alta en grasa (4.73 kcal/g, 45% de grasa, 20% de 
proteína, 35% de hidratos de carbono) (Research Diets, Inc. USA) que fueron sacrificadas 
a las 21 semanas de vida por decapitación. Los corazones fueron una donación de la Dra. 
Luisa María Seoane Camino, del grupo de Investigación de Fisiopatología Endocrina del 
Instituto de Investigaciones Sanitarias de Santiago de Compostela. 
Para los estudios sobre el efecto del ayuno sobre la expresión cardiaca de nesfatina-
1 se utilizaron ratas Sprague-Dawley alimentadas durante 18 semanas con dieta estándar del 
animalario (2.9 kcal/g, 3.10% de grasa, 16.1% de proteína) (Scientific Animal Food & 
Engineering, FR) y se mantuvieron 36 horas en ayuno antes de su sacrificio por 
decapitación. Los corazones fueron de nuevo una donación de la Dra. Luisa María Seoane 
Camino. 
Las ratas Zucker se obtuvieron de Charles River Laboratories International, Inc 
(USA). Se alimentaron ad libitum con dieta estándar del animalario (2.9 kcal/g, 3.10% de 
grasa, 16.1% de proteína) (Scientific Animal Food & Engineering, FR) y se sacrificaron tras 
6 o 21 semanas de vida por decapitación. Justo antes del sacrificio se realizó un análisis de 
la composición corporal mediante resonancia magnética nuclear (EchoMRI, Echomedical 
Systems Houston, USA). Los corazones fueron una donación de los Dres. Felipe 
Casanueva y Ana Belén Crujeiras, del grupo de Investigación de Endocrinología Molecular 
del Instituto de Investigaciones Sanitarias de Santiago de Compostela. 
Los neonatos de rata Sprague-Dawley de hasta 72 horas de vida se sacrificaron 
mediante dislocación cervical. Los corazones extraídos se utilizaron para realizar cultivos 
primarios (ver a continuación). 
Salvo que se indique lo contrario, se utilizaron machos adultos para la realización de 
los experimentos. 
En todos los casos, los tejidos (corazón y estómago) se extrajeron y se congelaron 
inmediatamente a -80ºC. 
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4.-Cultivos Celulares. 
Cultivo de cardiomiocitos adultos humanos. 
 Se utilizaron dos tipos de cardiomiocitos adultos humanos: 
• Cardiomiocitos adultos humanos (PromoCell GmbH, Alemania), cultivados 
según las instrucciones del fabricante.  
• Cardiomiocitos adultos atriales humanos de pacientes sometidos a cirugía 
cardiaca con bypass cardiopulmonar se cultivaron según el siguiente 
protocolo: 
Se lavó el apéndice atrial en tampón fosfato salino (PBS) (NaCl a 137 mM, KCl a 
2.7 mM, Na2HPO4 a 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, CaCl+2H2O 1 mM y MgCl2+ 6H2O a 0.5 
mM, a pH 7.4) y se cortó en trozos muy pequeños lo más rápido posible. La digestión del 
apéndice atrial se realizó en solución enzimática (0.25% de tripsina, 0.15% de colagenasa 
tipo II y 0.02% de glucosa en PBS) durante 5 minutos y en agitación a 37ºC. La primera 
digestión se descartó y se recogieron las cuatro siguientes. A cada una de las digestiones se 
le añadió un 10% de NCS (suero de ternero recién nacido) y se centrifugó a 2000 g durante 
5 minutos. El total de células obtenido se resuspendió en medio de cultivo (10% de suero 
fetal bovino (FBS) (Life Technologies, USA), 1% de penicilina/estreptomicina (Cámbrex, 
USA) y 89% de Iscove´s Modified Dubelcco´s Medium (Merck Millipore, Alemania)) y se 
sembró en placas previamente tratadas durante 24 horas con matriz extracelular (1% de 
fibronectina en gelatina al 0.02% (BD, USA)). El medio de cultivo se renovó cada 24 horas. 
Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. 
Para realizar el cultivo de cardiomiocitos neonatales de rata se utilizaron neonatos 
de rata Sprague Dawley de hasta 72 horas de vida como máximo. Los cardiomiocitos 
presentan un número fijo de divisiones durante el desarrollo embrionario y fetal tras el cual 
entran en estado postmitótico.611 Durante las primeras 48 horas de vida de los neonatos, los 
cardiomiocitos todavía conservan en parte la capacidad de proliferar,611 por lo que tras la 
siembra se pueden dividir una o dos veces.  
Los corazones extraídos se trocearon en tres o cuatro porciones y se mantuvieron 
en tampón ADS (6.8 g/L de NaCl, 4.76 g/L de HEPES, 0.12 g/L de NaH2PO4, 1.0 g/L de 
glucosa, 0.4 g/L de KCl, 0.1 g/L de MgSO4 y 0.02 g/L de rojo fenol, a pH 7.4) hasta su 
digestión. Las digestiones se realizaron en la siguiente solución enzimática: 80 
unidades/mL de colagenasa tipo Ia y 0.6 mg/mL de pancreatina. Se realizaron 5 
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digestiones a 37ºC en agitación. La primera de 30 minutos se desechó, mientras que las 
cuatro siguientes se recogieron y se incubaron durante 20 minutos. El volumen utilizado de 
solución enzimática se ajustó según el número de neonatos, manteniendo la proporción de 
6 mL/digestión por cada 14 corazones. A cada una de las digestiones se le añadió un 10% 
de NCS y se centrifugó a 2000 g durante 5 minutos. El total de células obtenido se 
resuspendió en medio de cultivo (66% de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's médium) 
(Lonza, Suiza), 17% de medio M199, 10% de FBS (Life Technologies, USA), 5% de NCS 
(Merck Millipore, Alemania), 1% de penicilina/estreptomicina (Cámbrex, USA) y 1% de L-
glutamina)) y se realizó una siembra diferencial durante 2-3 horas sobre superficies de 
cultivo no tratadas con matriz extracelular, con el fin de aumentar la pureza del cultivo 
dejando sedimentar los fibroblastos para posteriormente desecharlos. Se recogió la 
suspensión celular de cardiomiocitos y se centrifugó a 2000 g durante 5 minutos. Las 
células obtenidas se sembraron con una densidad de 50.000 células/cm2 en placas 
previamente tratadas durante 24 horas con matriz extracelular de fibronectina. El medio de 
cultivo se suplementó con arabinósido de citosina (AraC) (farmacia hospitalaria) a una 
dosis de 10 µM para inhibir la proliferación de los fibroblastos. El medio se renovó cada 24 
horas. Con esta técnica conseguimos un grado de pureza de cardiomiocitos del 90-99% (se 
comprueba utilizando la técnica de inmunohistoquímica para la cadena pesada de la 
miosina), con un rendimiento de aproximadamente 107 células por cada 40 neonatos. 
Para realizar los experimentos se retiró previamente el suero del medio de cultivo 
(2-12 horas). 
Cardiomiocitos auriculares adultos de ratón: línea celular HL-1. 
La línea celular de cardiomiocitos de ratón HL-1 fue donada por el Dr. William C. 
Claycomb (Lousiana S.U., Medical Centre, New Orleans, USA) y deriva de la línea celular 
AT-1 de cardiomiocitos auriculares adultos de ratón pertenecientes a la cepa C57BL/6J.612 
Las características de esta línea hacen que sea un buen modelo para el estudio del 
funcionamiento de los cardiomiocitos a nivel celular y molecular, ya que son capaces de 
multiplicarse conservando el fenotipo específico de las células cardiacas adultas: expresión 
de la cadena pesada de miosina, de α-actina cardiaca y de conexina 43, y mantenimiento de 
la actividad contráctil.612  
El cultivo de esta línea celular se realizó sobre superficies de cultivo previamente 
tratadas con matriz extracelular de fibronectina durante 24 horas. Se sembraron a una 
densidad de 50.000 células/cm2. Las células se mantuvieron en medio Claycomb 
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suplementado con 10% de dFBS, 1% de penicilina/estreptomicina (Lonza, Suiza) y 1% de 
L-glutamina (Lonza, Suiza). El medio de cultivo se renovó cada 24 horas. Para el 
mantenimiento de la línea, cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia, se 
incubaron con tripsina-EDTA durante 3-5 minutos a 37 ºC. La tripsina se inactivó con 
DMEM con un 10% de FBS y las células se centrifugaron a 2000 g durante 5 minutos. Las 
células se resuspendieron en el medio de cultivo y se realizó un pase 1:3. 
Para realizar los experimentos se retiró previamente el suero del medio de cultivo 
(2-12 horas). 
5.-Extracción de proteínas. 
Se lavaron las células con PBS y se les añadió 6.7 µL/cm2 de tampón de lisis (5% de 
Tris-Base a 1 M con pH 7.5, 5% de NaCl a 5 M, 30% de Na4P2O7+10H2O, 1% de EDTA a 
0.5 M, 20% de NaF a 5 M, 10% de Triton X-100 al 10%, 1% de Na3VO4 a 0.1 M, 1% de 
PMSF a 0.1 M, 1% de aprotinina, 1% de leupeptina y 25% agua miliQ). Se lisaron las 
células con ayuda de un raspador. Se mezcló el lisado utilizando un agitador tipo vórtex y 
tras 30 minutos de reposo en hielo se centrifugó a 13.000 g durante 16 minutos a 4°C. Se 
recogió el sobrenadante y se conservó a -20 °C.  
6.-Cuantificación de proteínas: Método de Bradford. 
 Para determinar la concentración de proteínas en solución se utilizó el método de 
Bradford, utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA). El procedimiento 
se basa en la formación de un complejo entre el colorante Coomassie® Brilliant Blue G-250 
y las proteínas, de forma que el complejo proteína-colorante causa el cambio del máximo 
de absorción del colorante de 465 a 595 nm. El colorante Coomassie se une principalmente 
a aminoácidos básicos y aromáticos, especialmente a la arginina. La cantidad de absorción 
es proporcional a la cantidad de proteínas.  
Para calcular la concentración proteica de las muestras, se utilizó una recta patrón 
de seroalbúmina bovina (BSA) comprendida entre 2.5 y 25 µg/mL en agua miliQ y un 20% 
de Bio-Rad Protein Assay. Para la cuantificación de las muestras, se realizó una dilución 
1:200 en agua miliQ. La absorbancia se midió tras 5 minutos de incubación a una longitud 
de onda de 595 nm en el espectofotómetro Ultrospec 1100 pro (GE Healthcare Life 
Sciences, USA). Para calcular la concentración proteica se extrapolaron los valores 
obtenidos de absorbancia de las muestras en la recta patrón de BSA utilizando una recta de 
regresión lineal. 




Utilizamos la técnica de western blot para estudiar la expresión y activación de 
determinadas proteínas de interés. Mediante una electroforesis en gel de acrilamida (30% 
Acrylamide/Bis Solution, BioRad, USA), se separan las proteínas en función de su tamaño. 
En general, se utilizaron geles al 5% de acrilamida para proteínas de 60-200 kDa, geles al 
10% para proteínas de 16-70 kDa y geles del 15% para proteínas de 12-45 kDa, con Tris-
Base a 1.5 M con pH 8.8, SDS al 10%, APS al 10% y TEMED. Se preparó un gel 
concentrador sobre el gel separador, que tiene un tamaño de poro más grande. Para el gel 
concentrador se utilizó un 4% de acrilamida, Tris-Base a 1.5 M con pH 6.8, SDS al 10%, 
APS al 10% y TEMED a distintas cantidades en función del volumen final de preparación. 
Se diluyeron las proteínas en tampón de carga (25% de Tris-Base a 0.5M + 0.4% de 
SDS con pH 6.8, 20% de glicerol, 4% de SDS, 0.2% de 2-mercaptoetanol y 0.001% de azul 
de bromofenol) y se hirvieron durante 5 minutos antes de cargarlas en el gel. Se utilizó 
como marcador de peso molecular el High Range Rainbow (GE Healthcare Life Sciences, 
USA). La electroforesis se realizó a 80 V constantes durante 3 horas en frío en tampón de 
electroforesis (3 g/L de Tris-Base, 14.4 g/L de glicina y 0.96 g/L de SDS), utilizando el 
sistema Mini-PROTEAN® Precast Gels (BioRad, USA). 
Una vez terminada la electroforesis, se realizó la transferencia de las proteínas del 
gel a una membrana de PVDF (Amersham HybondTM, GE Healthcare Life Sciences, USA), 
previamente activada según las instrucciones del fabricante, durante 1 hora a un amperaje 
constante de 0.28 A en tampón de transferencia (5.81 g/L de Tris-Base, 2.93 g/L de 
glicina, 0.375 g/L de SDS y 5% de metanol), utilizando el sistema Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, USA). La membrana se bloqueó utilizando BSA o 
leche desnatada en polvo al 5% durante 1 hora, y se incubó con los siguientes anticuerpos 
durante toda la noche (Tabla 8). 
La membrana se reveló utilizando el kit Immobilion Western Chemiluminescent 
HRP Substrate (Merck Millipore, Alemania) en el sistema de revelado UVP EC3 Imaging 
System (UVP, USA). 
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Anticuerpo Concentración 
Anti-Phospho-p44/42 MAPK (pERK1/2) pThr202/Tyr204, Clone: B.742.5 
(Thermo Scientific, USA) 1:1000 
Anti-p44/42 MAPK (Erk1/2), Clone: K.913.4 (Thermo Scientific, USA) 1:1000 
Phospho-AKT (Ser473) Antibody (Cell Signalling Technology, USA) 1:1000 
AKT Antibody (Cell Signalling Technology, USA) 1:1000 
Phospho-AS160 (Thr642) Antibody (Cell Signalling Technology, USA) 1:1000 
AS160 Antibody (Cell Signalling Technology, USA) 1:500 
Phospho-AMPK  (Thr172) Antibody (Cell Signalling Technology, USA) 1:1000 
AMPKα Antibody (Cell Signalling Technology, USA) 1:1000 
Phospho-Acetyl-CoA Carboxylase (Ser79) Antibody 1:500 
Acetyl-CoA Carboxylase Antibody 1:500 
Anti-GAPDH Monoclonal Antibody (6C5) (Thermo Scientific, USA) 1:1000 
Monoclonal Anti-β -Actin, clone AC-74 (Sigma-Aldrich,USA) 1:1000 
Nesfatin-1 (1-82) (Rat) Antidoby (Phoenix Pharmaceuticals, USA). 1:1000 
 
Tabla 8: Listado de anticuerpos y diluciones utilizadas. 
8.-Extracción de ARN. 
Para la extracción de ARN se utilizó como tampón de lisis el reactivo comercial 
TRIzol® (Life Technologies, USA) seguido del sistema de microcentrifugaciones en 
columna RNeasy Mini Kit (Quiagen, Alemania).614 
El TRIzol® es una solución monofásica de fenol e isocianato de guanidina que 
durante la homogenización o lisis de la muestra mantiene la integridad del ARN, al mismo 
tiempo que disuelve los componentes celulares. La adición de cloroformo seguida de 
centrifugación separa la muestra en dos fases, una de ellas acuosa y la otra orgánica. El 
ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, que se recupera por precipitación con 
etanol. A continuación utilizamos el sistema de microcentrifugaciones de RNeasy® Mini kit 
(Quiagen, Alemania). Este sistema representa una tecnología bien estabilizada para la 
purificación del ARN. Este método combina las propiedades de unión selectivas de 
membranas basadas en gel de sílice con microcentrifugaciones, de forma que gracias a una 
solución tampón específica de alta concentración salina permite retener en la membrana 
hasta 100 µg de ARN de más de 200 pares de bases. El etanol proporciona las condiciones 
de unión adecuadas del ARN a la columna, donde el ARN total se une a la membrana y los 
contaminantes se eluyen de forma eficiente mediante distintos lavados. 
Para ello, se lavaron con PBS las células o tejido y se añadió TRIzol® en función de 
la cantidad de tejido o tamaño del plato de cultivo (500-1000 µL). Se le añadió cloroformo 
en proporción TRIzol:cloroformo 5:1 y se centrifugó a 12.000 g durante 15 minutos. Se 
recogió la fase acuosa y se repitió el proceso. A continuación, se recogió la fase acuosa y se 
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mezcló con un volumen de etanol de 70º. A partir de este paso se continuó la extracción 
utilizando las columnas del RNeasy® Mini kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
cuantificación del ARN se realizó en el Nano-drop® ND-1.000 Spectrophotometer 
(Thermo Scientific, USA). 
9.-RT-PCR. 
 Para determinar la expresión génica de determinados genes de interés se utilizó la 
técnica de la reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) 
mediante los siguientes métodos:  
• RT-PCR en un solo paso con SYBR® Green: la reacción de RT-PCR se 
realizó a partir de 2.5 ng de ARN, cebadores OligodT (Agillent 
Technologies, USA) y el sistema Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green 
QRT-PCR Master Mix (Agillent Technologies, USA) en un Stratagene 
Mx3000P (Agillent Technologies, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante de acuerdo al siguiente patrón térmico: 1 ciclo de 10 minutos a 
50ºC, 1 ciclo de 3 minutos a 95ºC, 40 ciclos de 20 segundos a 95ºC y 20 
segundos a 60ºC. Como control de ADN genómico se realiza un punto sin 
retrotranscriptasa, y como control negativo se realiza un punto sin ARN. 
Se utilizaron los siguientes cebadores de interés a una concentración de 500 
nM (Costoya, España): 
















Tabla 9: Cebadores sintéticos utilizados para el método de Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QRT-PCR 
Master Mix (Agillent Technologies, USA). 
• RT-PCR en dos pasos con SYBR® Green: partiendo de 1 µg ARN se sintetizó 
ADNc utilizando cebadores OligodT (SABiosciences, USA) y el RT2 First 
Strand Kit (SABiosciences, USA) según las instrucciones del fabricante en un 
Stratagene Mx3000P (Agillent Technologies, USA) con un perfil térmico de 15 
minutos a 42ºC y 5 minutos a 95ºC. La reacción de RT-PCR se realizó con el 
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RT2 Real-Time™ SYBR® Green/Rox PCR master mix (SABiosciences, USA) 
siguiendo las instrucciones del fabricante, en un Stratagene Mx3000P (Agillent 
Technologies, USA) con un perfil térmico de 1 ciclo de 10 minutos a 95ºC, 40 
ciclos de 15 segundos a 95ºC, 40 segundos a 55ºC y 30 segundos a 72ºC. Se 
utilizaron los siguientes cebadores de interés a una concentración de 500 nM 
(SABiosciences):  
Cebadores Nº Catalogo Pares de bases GenBank 
NUCB2 de rata PPR49435A 145 NM_021663.2 
GAPDH de rata PPR06557A 172 NM_017008.3 
NUCB2 de humano PPH19934A 126 NM_005013.2 
GAPDH de humano PPH00150E 175 NM_002046.3 
NUCB2 de ratón PPM25549A 95 NM_016773.3 
GADPH de ratón PPM02946E 140 NM_008084.2 
NR1H2 de rata PPR42314A 110 NM_031626.1 
AVPR de rata PPR06795B 157 NM_053019.2 
HMGCR de rata PPR44338A 93 NM_013134.2 
 
Tabla 10: Cebadores comerciales utilizados para el método RT2 First Strand Kit (SABiosciences, USA) y RT2 
Real-Time™ SYBR Green/Rox PCR master mix (SABiosciences, USA). 
• RT-PCR en dos pasos con Taqman®: partiendo de 1 µg ARN se sintetizó 
ADNc utilizando cebadores OligodT (Roche Diagnostics, CH), hexámeros 
aleatorios (Roche Diagnostics, CH) y el Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Roche Diagnostics, CH), según las instrucciones del 
fabricante, en un Stratagene Mx3000P (Agillent Technologies, USA) con 
un perfil térmico de 10 minutos a 25ºC y 30 minutos a 55ºC. La reacción 
de RT-PCR se realiza con la FastStart Universal Probe Master (Roche 
Diagnostics, CH), siguiendo las instrucciones del fabricante, en un 
Stratagene Mx3000P (Agillent Technologies, USA), con un perfil térmico 
de 1 ciclo de 10 minutos a 95ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 60 
segundos a 60ºC. Se utilizaron los siguientes cebadores de interés a una 
concentración de 500 nM (Roche Diagnostics, CH): 
Cebadores Nº Ensayo Pares de bases GenBank 
NUCB2 de rata 505912 77 NM_021663 
Rn18S de rata 502300 78 NC_005113.3 
APOP1 de rata 505898 114 NM_001037769 
 
Tabla 11: Cebadores comerciales utilizados para el método TaqMan (Roche Diagnostics, CH). 
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En los casos necesarios, se realizó un gel de agarosa al 1% teñido con SYBR Safe® 
(Life Technologies, USA) para ver el producto de amplificación, utilizando el UVP EC3 
Imaging System (UVP, USA) como sistema de revelado. 
10.-Array de expresión de genoma completo: Genechip® de Affymetrix®. 
El análisis de expresión génica fue realizado por Progenika Biopharma S.L. (ES) 
utilizando la tecnología GeneChip® de Affymetrix®, mediante el array de expresión de 
genoma completo RatGene 1.0 ST. Tanto el procesamiento de las muestras como la 
hibridación, revelado, escaneado de los chips y análisis de los resultados se realizaron 
siguiendo los protocolos y equipos oficialmente recomendados por Affymetrix Inc (USA). 
Para realizar el ensayo, se utilizaron cardiomiocitos neonatales de rata, previamente 
deprivados de suero durante 12 horas y tratados durante 6 horas con el péptido comercial 
nesfatina-1 de rata a una concentración de 1 µM (Phoenix Pharmaceuticals, USA). Se 
realizó la extracción de ARN y se cuantificó en el Nano-drop® ND-1.000 
Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA).  
A partir del ARN total obtenido, se estimó la calidad y cantidad del mismo 
mediante el chequeo de una alícuota en el Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) y su 
medida espectrofotométrica utilizando el Nano-drop® ND-1.000 Spectrophotometer 
(Thermo Scientific, USA). A partir de 200 ng de cada una de las muestras, se sintetizó 
ADNc con el WT Expression kit de Ambion, siguiendo el protocolo de The Ambion WT 
Expression kit for Affymetrix GeneChip Whole Transcript (WT) Expression Arrays. El 
proceso consiste básicamente en la síntesis de ADNc utilizando cebadores aleatorios y en 
la transcripción in vitro de este ADNc para generar un ARNc a partir del cual sintetizar de 
nuevo ADNc en el que se incorpora dUTP. El ADNc así sintetizado se fragmenta 
utilizando UDG (uracil DNA glucosilasa) y APE1 (enzima multifuncional de reparación 
del ADN). El ADNc fragmentado se marca con transferasa terminal utilizando el 
Affymetrix GeneChip WT Terminal Labeling kit siguiendo el protocolo GeneChip WT 
Terminal Labeling and Hybridization User Manual, for use with the Ambion WT. La 
cantidad de ADNc se cuantificó mediante medida espectrofotométrica en Nano-drop® 
ND-1.000 Spectrophotometer. La síntesis de ADNc y la correcta fragmentación de los 
ADNcs se comprovó mediante medida de una alícuota en Bioanalyzer (Agilent 
Technologies, USA). A continuación se preparó la mezcla de hibridación para el chip 
RatGene 1.0 ST. El programa utilizado para el procesamiento de los chips fue el 
Affymetrix® GeneChip® Command Console® (AGCC 1.1, Affymetrix®) y el Expression 
Console™ (EC 1.1, Affymetrix®). 
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11.-Ensayo de captación de ácidos grasos: BODIPY®.  
El ensayo de captación de ácidos grasos permite medir la capacidad celular para 
incorporar ácidos grasos de cadena larga. El BODIPY®, acrónimo de boro-dipirometano, 
es un fluoróforo compuesto por el dipirometano unido a un átomo de Boro, el cual está 
sustituido por una unidad BF2. El nombre de la IUPAC (Internacional Union of Pure and 
Applied Chemistry) para el BODIPY® es 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene. Este 
fluoróforo es lipofílico, por lo que sondas que incorporen este compuesto presentan 
propiedades similares a los lípidos naturales, permitiendo mimetizar el transporte y 
metabolismo de ácidos grasos en la célula.  
Se utilizaron células de cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata, 
previamente deprivadas de suero durante 12 horas, tratadas con nesfatina-1 de rata a 
concentraciones de 0.01-1 µM durante 30 minutos (Phoenix Pharmaceuticals, USA), 
utilizando como control positivo insulina 100 nM. Terminado el tratamiento, se lavaron las 
células con PBS a temperatura ambiente y se le añadió BODIPY® 500/510 C1, C12 (Life 
Technologies, USA) 10 µM y seroalbúmina bovina libre de ácidos grasos (BSA-FFA) 20 
µM en PBS durante 30 segundos, tras lo cual, se lavó rápidamente con BSA-FFA al 0.1% 
en PBS frío para eliminar el BODIPY® que queda fuera de las células. Se añadió tripsina-
EDTA durante 3-5 minutos a 37ºC para recoger las células y se inactivó con PBS frío. Se 
centrifugaron las células 2000 g durante 5 minutos y se resuspendió el pellet en yoduro de 
propidio 1 µM en PBS para marcar y descartar las células muertas de la determinación de la 
incorporación de BODIPY®. Se incubaron las células con el yoduro durante 15 minutos en 
oscuridad y se midió la fluorescencia de la muestra mediante citometría de flujo utilizando 
un FACScalibur (Becton & Dickinson, USA) y el programa CellQuest (Becton & 
Dickinson, USA). 
12.-Citometría de flujo. 
Utilizamos este método para ver el posible efecto de nesfatina-1 sobre el ciclo 
celular.  
Se utilizaron cardiomiocitos neonatales de rata y la línea celular HL1, previamente 
deprivados de suero durante 12 horas, tratados con nesfatina-1 de rata (Phoenix 
Pharmaceuticals, USA) a concentraciones de 0.001-1 µM durante 24 horas. Terminado el 
tiempo de tratamiento, se lavaron las células con PBS y se les añadió tripsina-EDTA 
durante 3-5 min a 37ºC. Para inactivar la tripsina, utilizamos PBS frío y se centrifugó a 
2000 g durante 5 minutos. Se resuspendió el pellet celular en paraformaldehido al 0.1% en 
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PBS, dejándolas reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente para su 
permeabilización y fijación. Se realizó un lavado con PBS y se centrifugó a 2000 g durante 
5 minutos. El pellet celular se resuspendió en etanol al 70% y se conservaron a -20°C 
durante 12 horas para su fijación. Se volvieron a realizar dos lavados con PBS y se 
resuspendió el pellet celular en 1 mg/mL de ribonucleasa A y 40 µg/mL de yoduro de 
propidio en PBS. El yoduro de propidio se intercala en el ADN, lo que nos permite 
determinar la cantidad de ADN presente en la célula y clasificar las fases del ciclo celular y 
el número de células muertas. Es necesario incubar las células con el yoduro de propidio 
durante 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. A continuación se analizaron las 
células por citometría de flujo en un FACScalibur (Becton & Dickinson, USA) y se utilizó 
el programa CellQuest (Becton & Dickinson, USA). 
13.-Tinción vital Hoechst 33258. 
 El Hoechst es un marcador fluorescente con permeabilidad celular que se une al 
ADN de doble cadena. Se trata de un agente colorante conocido como bisbenzidina, que se 
intercala en el ADN entre las bases adenina-timina, y que presenta una longitud de onda de 
excitación de 350 nm y de emisión de 450 nm. Se utiliza para diferenciar las células vivas de 
las células apoptóticas, cuyos núcleos brillan más con la tinción Hoechst debido a la 
condensación de la cromatina.  
 Se realizó esta técnica para estudiar el posible papel de nesfatina-1 en la apoptosis 
cardiomiocitaria. Se utilizaron cardiomiocitos neonatales de rata y la línea celular HL1, 
previamente deprivados de suero durante 12 horas, tratados con nesfatina-1 de rata 
(Phoenix Pharmaceuticals, USA) a concentraciones de 0.001-1 µM durante 6-24 horas. Tras 
el tratamiento, se retiró el medio y se añadió Hoechst 33258 0.5 µM con HEPES 20 mM 
en DMEM. Se incubó durante 40 minutos en un incubador de células y se realizó el contaje 
de las células apotóticas in vivo en el microscopio de fluorescencia Olympus IX70 (Olympus 
Optical, Alemania). En cada punto de tratamiento (por duplicado) se contaron 10 campos y 
en cada campo 20 células, evitando contar los bordes y el centro del pocillo, lugares donde 
de por sí se produce más apoptosis.  
14.-Ensayo de actividad mitocondrial: MTT. 
El 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) es un 
sistema simple, preciso y reproducible para medir la actividad de células vivas a través de la 
actividad deshidrogenasa mitocondrial. El MTT es una sal que disuelta en medios de 
cultivo sin rojo fenol o en soluciones tampón es de color amarillo. Las células vivas son 
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capaces de captar este compuesto del medio y metabolizarlo en las mitocondrias. Las 
deshidrogenasas mitocondriales eliminan el anillo de tetrazolio, haciendo que el compuesto 
cambie de color amarillo a púrpura. Este cambio de color puede ser medido 
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 550 nm, de forma que un aumento en 
el número de células vivas supone un aumento en la cantidad de MTT metabolizado por las 
deshidrogenasas mitocondriales. 
Se utilizó esta técnica para comprobar si la nesfatina-1 afecta a la actividad 
mitocondrial de los cardiomiocitos en cultivo. Se utilizaron cardiomiocitos neonatales de 
rata y la línea celular HL1, previamente deprivados de suero durante 12 horas, tratados con 
nesfatina-1 de rata (Phoenix Pharmaceuticals, USA) 0.1-1 µM durante 24 horas, utilizando 
como control positivo medio de cultivo completo. Cuatro horas antes de finalizar el 
tratamiento se añadió MTT (Life Technologies, USA) a una concentración de 0.5 µg/µL. 
Para estimar la cantidad de MTT metabolizado se lisaron las células con un volumen de 
agente solubilizante (0.0837% de HCl al 37% en SDS al 10%) y se determinó la 
absorbancia a 550 nm tras 6-24 horas en el lector de ELISA Multiskan®EX (Thermo 
Scientific, USA). 
15.-Inmunohistoquímica. 
Utilizamos la técnica de inmunohistoquímica para determinar la localización de 
nesfatina-1 en tejido auricular derecho humano, en cardiomiocitos en cultivo obtenidos del 
tejido auricular derecho humano y en cardiomiocitos neonatales de rata. 
Se utilizó el Autostainer Link 48 (Dako, Agilent Technologies, USA) para realizar 
las tinciones de los cultivos primarios de cardiomiocitos humanos y neonatales de rata 
previamente fijados en alcohol de 96º, así como de los cortes de tejido cardiaco auricular 
derecho humano de 0.4 µm previamente fijado con formol y embebido en parafina, con el 
correspondiente desparafinado antes de realizar la inmunohistoquímica. La tinción se 
realizó utilizando los anticuerpos primarios FLEX anti-desmina (clone D33, Agilent 
Technologies, USA) como control positivo de cardiomiocitos, y anti-nesfatina-1 de rata 
(Phoenix Pharmaceuticals, USA), ambos a la concentración de 1:200, seguido del EnVision 
FLEX/HRP (Dako, Agilent Technologies, USA) para su detección. Como control negativo 
se utilizó suero de cabra o el anticuerpo anti-nesfatina-1 pre-adsorbido con el péptido de 
nesfatina-1 de rata (Phoenix Pharmaceuticals, USA) a una concentración de 5 µM durante 2 
horas a temperatura ambiente. Para la determinación de nesfatina-1 en los cultivos 
celulares, se sembraron las células en portaobjetos especiales para esta técnica, 
denominados FLEX IHC Microscope Slides (Dako, Agilent Technologies, USA), 
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utilizando un lápiz de parafina para delimitar el área de cultivo. En el caso de los apéndices 
auriculares derechos, se realizaron cortes de 0.4 µm y se montaron en el mismo tipo de 
portaobjetos. 
16.-Microscopía confocal. 
Utilizamos la técnica de microscopía confocal para determinar la localización de 
nesfatina-1 en cardiomiocitos de apéndices auriculares derechos humanos en cultivo, en 
cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo, y en cortes de 0.4 µm de tejido cardiaco 
auricular derecho humano previamente fijados en formol y embebidos en parafina, así 
como también para estudiar la posible movilización de los transportadores de glucosa 
GLUT-4 hacia la membrana plasmática tras el tratamiento de cardiomiocitos neonatales de 
rata en cultivo con nesfatina-1. Para realizar tanto la identificación de nesfatina-1 como la 
movilización de GLUT-4 en los cultivos celulares, se sembraron las células en cubreojetos 
redondos de 12 mm de diámetro, previamente tratados con fibronectina, mientras que los 
tejidos se montaron sobre los portaobjetos FLEX IHC Microscope Slides (Dako, Agilent 
Technologies, USA) y se le añadió el cubreobjetos al final del proceso. 
En el caso de la determinación de la movilización de GLUT-4 hacia la membrana 
plasmática, los cardiomiocitos neonatales de rata se deprivaron de suero durante 12 horas y 
se trataron con nesfatina-1 de rata (Phoenix Pharmaceuticals, USA) con dosis 
comprendidas entre 0.01-1 µM durante 5-30 minutos, utilizando insulina a una dosis de 100 
nM como control positivo. Para la determinación de la localización celular de nesfatina-1 
en cardiomiocitos en cultivo se realizó esta técnica en condiciones basales, con el medio de 
crecimiento normal y sin ningún tipo de deprivación. De este modo, tras 48 horas de 
cultivo de las células en estado basal, o tras el tiempo de tratamiento, se realizaron tres 
lavados con PBS y se fijaron las muestras con paraformaldehido al 4% (Thermo Scientific, 
USA) en PBS a temperatura ambiente durante 20 minutos. Como el tejido cardiaco 
auricular derecho humano ya estaba previamente fijado y desparafinado, se comenzó el 
protocolo en el siguiente paso. Tras otros 3 lavados con PBS, se bloqueó y permeabilizó la 
membrana celular con un 2% de Triton X-100, 2% de Tween-20, 5% de suero de cabra y 
un 0.2% de BSA (PBT-T) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos 
primarios se diluyeron en PBT-T: anti-nesfatina-1 de rata (Phoenix Pharmaceuticals, USA) 
a concentración 1:500, anti-PC1/3 (Santa Cruz Biotechnology, USA) a concentración 1:100 
y anti-GLUT-4 (Abcam, Inglaterra) a concentración 1:100, y se incubaron según las 
instrucciones del fabricante. Se lavaron 3 veces las muestras con PBS durante 20 minutos y 
se añadió el anticuerpo secundario fluorescente en PBT-T, utilizando goat anti-rabbit IgG 
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(H+L) Dy-Light 550 conjugated (Thermo Scientific, USA) o goat anti-mouse IgG (H+L) 
Dy-Light 488 conjugated (Thermo Scientific, USA) durante 45 minutos a 37ºC en 
oscuridad. Se repitieron los lavados de PBS y se realizó una incubación con TO-PRO 3 
(Life Technologies, USA) a una concentración de 1:500 en PBT-T durante 10 minutos en 
oscuridad. El TO-PRO 3 es un colorante fluorescente que entra de forma pasiva en las 
células y se intercala entre el ADN de doble cadena marcando así los núcleos celulares. Se 
realizaron 3 lavados de 5 minutos y se montaron sobre portaobjetos FLEX IHC 
Microscope Slides (Dako, Agilent Technologies, USA) utilizando Mowiol, que presenta el 
mismo índice de refracción que el aceite de inmersión y protege frente a la pérdida de 
fluorescencia de la muestra. Tras 12 horas a 4ºC se analizaron las muestras utilizando el 
microscopio Leica DMIRE2 (Leica Microsystems, Alemania). El análisis y cuantificación 
de las imágenes se realizó con el programa libre ImageJ613 utilizando una proyección en Z y 
representando la fluorescencia media. 
Los controles de la técnica utilizados fueron los siguientes: 
 -Control de autofluorescencia de las células: se procesó solo con PBT-T. 
 -Control de inespecificidad del anticuerpo primario para nesfatina-1: se preincubó 
el anticuerpo con nesfatina-1 a una concentración de 10 µM durante 1 hora a temperatura 
ambiente para bloquear su sitios de unión. Se diluyó en PBT-T y se incubaron las células 
con esta solución de la misma forma que el anticuerpo primario.  
-Control de inespecificidad del anticuerpo secundario: se procesó con PBT-T sin 
anticuerpo primario, y se le añadió solo el anticuerpo secundario y el marcador de núcleos 
TO-PRO3. 
Para la cuantificación de la movilización del transportador de glucosa GLUT-4, se 
realizaron tres experimentos independientes y se analizaron un total de 216 células, de 
forma que para cada punto de tratamiento (en duplicados) se seleccionaron 6 campos 
visuales elegidos de forma aleatoria y se realizaron seis contajes en cada campo visual. Se 
determinaron regiones de interés de un tamaño fijo para cuantificar la fluorescencia de las 
regiones citoplasmáticas perinucleares y las regiones citoplasmáticas periféricas cercanas a 
la membrana plasmática dentro de cada célula, seleccionando las células de forma aleatoria 
dentro del campo visual y evitando cuantificar las células atípicamente largas o demasiado 
pequeñas, las células que no estén en contacto con al menos otra célula o las células con 
bordes citoplasmáticos atípicos o no diferenciados de las células vecinas. Las medidas de 
fluorescencia se representaron como el ratio entre la región citoplasmática periférica y la 
región perinuclear. 
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17.-Ensayo de captación de glucosa. 
El ensayo de captación de glucosa se realiza comúnmente para medir el transporte y 
la actividad metabólica celular de la glucosa. Para ello se utiliza un análogo de la glucosa, la 
2-desoxi-D-glucosa, marcada con un radioisótopo, en nuestro caso de tritio (3H). La 2-
desoxi-D-glucosa es un derivado de la glucosa que tiene el radical 2-hidroxilo sustituido por 
un hidrógeno, por lo que no es capaz de entrar en la ruta de la glucolisis. De este modo, 
una vez que entra en la célula se fosforila y no puede ser posteriormente metabolizada, por 
lo que permanece en el interior de las células, siendo un buen método para cuantificar la 
incorporación de glucosa por las mismas. 
Se utilizó este ensayo para determinar si la nesfatina-1 estimula la incorporación de 
glucosa por cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo y la línea celular HL-1. Las células 
se deprivaron de suero durante 2 horas y se realizaron tratamientos con nesfatina-1 de rata 
a dosis de 0.01-1 µM durante 2.5 horas, utilizando como control positivo insulina 100 nM 
durante 1 hora. Las células se lavaron con tampón salino HEPES (HBS: NaCl a 140 mM, 
KCl a 5 mM, MgSO4 a 2.5 mM, CaCl2 a 1 mM y HEPES a 20 mM, ajustado a pH 7.4) y se 
incubaron con 2-desoxi-D-glucosa 10 µM y 0.5 µCi/mL de 2-desoxi-D-3H-glucosa (Perkin 
Elmer, USA) en HBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación se 
lavaron las células con NaCl al 0.9% y se lisaron con 250 µL de NaOH 0.05 N. Se 
recogieron 50 µL para cuantificar la proteína por el método Bradford (se utilizaron 20 µL), 
y el resto se transfirió a tubos específicos para contar la radiactividad en un contador de 
centelleo líquido, añadiendo a cada muestra 2 mL de líquido de centelleo Ecoscint H 
(National Diagnostics, USA). La lectura se realizó en el contador de centelleo líquido 
Tricarb® (Perkin Elmer, USA), con un tiempo de lectura por muestra de 5 minutos. 
La captación no específica se determinó añadiendo a un punto sin tratamiento 
citocalasina B (que inhibe la incorporación de glucosa) a una concentración de 10 µM. Los 
valores obtenidos en este punto se restaron de todos los demás puntos de tratamiento, 
considerándose ruido de fondo. Los valores de glucosa captada se expresan en cpm/mg de 
proteína/minutos de exposición con la glucosa marcada. 
18.-ELISA de nesfatina-1 de rata y humano. 
Para determinar tanto la secreción de nesfatina-1 por cardiomiocitos neonatales de 
rata en cultivo como los niveles plasmáticos de nesfatina-1 en rata y humano se utilizaron 
los kits comerciales Nesfatin-1 (1-82) (Rat) EIA Kit-Extraction Free (Phoenix 
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Pharmaceuticals, USA) y el Nesfatin-1 (1-82) (Human)-ELISA Kit (Phoenix 
Pharmaceuticals, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
En el caso del kit para rata, se basa en un ensayo de tipo competitivo. En este tipo 
de kits el fondo del pocillo está pretratado con el anticuerpo secundario con los sitios de 
unión no específica bloqueados. A continuación se añade de forma simultánea el 
anticuerpo primario, la nesfatina-1 unida a biotina y la muestra. El anticuerpo secundario se 
une a la región Fc del anticuerpo primario, cuya región Fab se une de forma competitiva 
tanto a la nesfatia-1 biotinilada como a la nesfatina-1 de las muestras. El péptido biotinilado 
interacciona con la peroxidasa de rábano unida a estreptavidina (SA-HRP), la cual cataliza 
la solución sustrato compuesta por 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) y peróxido de 
hidrógeno para producir una solución de color azul. La reacción enzima-sustrato se detiene 
con HCl, de modo que la solución se vuelve de color amarillo. La intensidad del color 
amarillo se relaciona de forma directamente proporcional con la cantidad del complejo 
formado por la nesfatina-1 biotinilada y la SA-HRP, pero de forma inversamente 
proporcional a la cantidad de nesfatina-1 en la recta patrón o las muestras. Esto es debido a 
la unión competitiva entre el péptido biotinilado y el péptido de las muestras al anticuerpo 
primario. La cantidad de nesfatina-1 en las muestras se extrapola a partir de una curva 
estándar con concentraciones conocidas de péptido (Fig. 21). 
 
 
Figura 21: ELISA de tipo competitivo. 
 
En el caso del kit para humano, el fondo del pocillo está pretratado con el 
anticuerpo primario para nesfatina-1 con los sitios de unión no específica bloqueados. La 
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pocillos. Luego se añade otro anticuerpo primario para nesfatina-1, pero en este caso unido 
a biotina, que se une a la nesfatina-1 atrapada por el anticuerpo primario sin biotina. A 
continuación se añade SA-HRP para catalizar la solución sustrato (TMB y peróxido de 
hidrógeno). La reacción se detiene con una solución de parada compuesta por HCl, que 
cambia el color de los pocillos de azul a amarillo. En este caso, la intensidad del color 
amarillo es directamente proporcional a la cantidad de nesfatina-1 en la muestra o en el 
estándar. La cantidad de péptido en las muestras se extrapola a partir de una curva estándar 
con concentraciones conocidas de nesfatina-1 (Fig. 22). 
 
 
Figura 22: ELISA de tipo sándwich. 
 
20.-Análisis estadístico. 
 En el caso de muestras con distribución normal se aplicó el test paramétrico t de 
Student.  
 En el caso de muestras que no siguen una distribución normal se utilizaron los test 
no paramétricos U de Mann-Whitney para comparar entre grupos o el test de los rangos 
con signo de Wilcoxon para estudiar incrementos con respecto al control. 
 En el estudio de correlaciones bivariadas se utilizó el coeficiente de correlación no 
paramétrico de Spearman (rho). 
 Los datos se representaron como media±SEM (error estándar de la media) o 
mediana [rango intercuartílico], según se indique. 
 En todos los casos, se realizaron como mínimo 3 experimentos y se consideraron 
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 El análisis estadístico del array de expresión de genoma completo de rata fue 
realizado por Progenika Biopharma S.L. (ES) de la siguiente manera: 
 Para la identificación de cambios de expresión estadísticamente significativos entre 
los grupos de muestras se realizó un modelo de regresión lineal teniendo en cuenta el factor 
condición: 
Yi = condición + ε 
donde Yi es la intensidad Y para cada secuencia i, “condición” se refiere al efecto de la 
nesfatina-1 en la intensidad observada y ε es el error no medible que reúne la parte no 
predicha del resto de variables. 
 Además, con objeto de agrupar todo el conjunto de las muestras, se realizó un 
Análisis de Componentes Principales (PCA, técnica estadística de síntesis de la 
información, o reducción de la dimensión de los datos) y un cluster jerárquico 
bidimensional a partir de la lista de genes significativos obtenidos. Los resultados se 
presentan con un p-valor asociado a cada secuencia tras el test FDR (False Discovery Rate) 
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1.-Expresión génica de NUCB2 en cardiomiocitos humanos y murinos. 
 La expresión de NUCB2 en cardiomiocitos en cultivo y en tejido cardiaco humano 
(Fig. 23), de rata (Fig. 24) y de ratón (Fig. 25) se analizó mediante la técnica RT-PCR. Se 
demostró la expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco humano (aurícula y 
ventrículo) y en cardiomiocitos ventriculares adultos humanos en cultivo (PromoCell 
GmbH, Alemania), observándose los mayores niveles de expresión de NUCB2 en tejido 
auricular cardiaco, siendo estos niveles similares a los de estómago (control positivo) (Fig. 
23). También se observó la expresión de NUCB2 en tejido cardiaco de rata y en 
cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo, observando también los mayores niveles en 
aurícula (Fig. 24); y en corazón de ratón y en la línea celular de cardiomiocitos adultos de 
ratón HL-1 (Fig. 25). Como gen normalizador se utilizó GAPDH y se realizaron los 
correspondientes controles de posibles contaminaciones con ADN genómico utilizando 
agua en lugar de la enzima de retrotranscripción. 
 








































Figura 23: Expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco y cardiomiocitos humanos. Panel A: Niveles 
de expresión de ARNm de NUCB2 (n=3). Panel B: Gel de agarosa representativo de los productos de 
amplificación obtenidos por RT-PCR. Líneas 1 y 5: ventrículo; líneas 2 y 6: aurícula; líneas 3 y 7: estómago; 














































Figura 24: Expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco y cardiomiocitos de rata. Panel A: Niveles de 
expresión de ARNm de NUCB2 (n=3). Panel B: Gel de agarosa representativo de los productos de 
amplificación obtenidos por RT-PCR. Líneas 1 y 5: ventrículo; líneas 2 y 6: aurícula; líneas 3 y 7: estómago; 










































Figura 25: Expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco y cardiomiocitos de ratón. Panel A: Niveles 
de expresión de ARNm de NUCB2 (n=3). Panel B: Gel de agarosa representativo de los productos de 
amplificación obtenidos por RT-PCR. Líneas 1 y 4: corazón; líneas 2 y 5: estómago; líneas 3 y 6: cultivo de la 
línea celular de cardiomiocitos atriales de ratón Hl-1. Bp: pares de bases. 
RESULTADOS 
 111  
2.-Síntesis de nesfatina-1 por cardiomiocitos humanos y murinos. 
 Utilizando la técnica de western blot, se demostró la producción de nesfatina-1, con 
un peso molecular correspondiente a 9.5 kDa, en tejido cardíaco y cardiomiocitos en 
cultivo en humano (PromoCell GmbH, Alemania) (Fig. 26.A), rata (Fig. 26.B) y ratón (Fig. 
26.C), utilizando el péptido comercial de nesfatina-1 como control de peso molecular. 
   
 
Figura 26: Western blot representativo de los niveles de expresión proteica de nesfatina-1. Panel A: 
Humano. Panel B: Rata. Panel C: Ratón. V: tejido ventricular, A: tejido auricular, CM: cardiomiocitos, P: 
péptido comercial de nesfatina-1. 
Utilizando las técnicas de microscopía confocal (Fig. 27.A) e inmunohistoquímica 
(Fig. 27.B), se determinó la localización celular de nesfatina-1 en tejido auricular cardiaco 
humano y en cardiomiocitos auriculares humanos en cultivo (obtenidos del Servicio de 
Cirugía Cardiaca del Hospital Clínico Universitario de Santiago de Compostela), 
observando una localización citoplasmática perinuclear de nesfatina-1 en cardiomiocitos en 
cultivo. Se observó que el citoplasma de la mayoría de las fibras musculares en los cortes de 
tejido auricular humano también es inmunoreactivo para el anticuerpo contra nesfatina-1 y 
contra la prohormona convertasa 1/3 (Fig. 27.A). Para comprobar la pureza del cultivo de 
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Figura 27: Expresión de nesfatina-1 en cardiomiocitos auriculares y en tejido auricular humano. Panel A: 
Localización de nesfatina-1 y PC1/3 utilizando la técnica de microscopía confocal. Panel B: Localización de 
nesfatina-1 mediante inmunohistoquímica, utilizando desmina como un marcador de cardiomiocitos. Escala: 
50 µM. 
Asimismo, se determinó la localización de nesfatina-1 en cardiomiocitos neonatales 
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inmunohistoquímica (Fig. 28.B), observándose en ambos casos la misma distribución 
citoplasmática perinuclear que se observaba en el caso de los cardiomiocitos humanos. 
 
Figura 28: Expresión de nesfatina-1 en cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A: Localización de 
nesfatina-1 mediante microscopía confocal. Escala A.b: 10 µM, escala A.d: 50 µM. Panel B: Localización de 
nesfatina-1 utilizando la técnica de inmunohistoquímica. Escala: 20 µM. 
 
3.-Secreción de NUCB2/nesfatina-1 por cardiomiocitos neonatales de 
rata en cultivo. 
Se demostró la secreción de NUCB2/nesfatina-1 al medio de cultivo por 
cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo mediante la técnica de ELISA, observando 
concentraciones de 4.55±0.52 ng/mg de proteína (n=21). 
Debido al número reducido de cardiomiocitos humanos en cultivo que se obtiene, 
no se realizó la determinación de la secreción de NUCB2/nesfatina-1 en estas células.  
4.-Efecto del tratamiento con nesfatina-1 sobre la movilización de GLUT-
4. 
 Mediante la técnica de microscopía confocal se estudió la movilización del 
transportador de glucosa GLUT-4 (media±SEM) en cardiomiocitos neonatales de rata en 
cultivo (n=216) desde la región citoplasmática perinuclear hacia la periferia celular (Fig. 29). 









movilización de GLUT-4 desde la región citoplasmática perinuclear hacia la periferia 
celular a dosis de 0.1 µM (1.12±0.023; p: 0.0366) y 1 µM (1.25±0.030; p<0.0001), con 
niveles a dosis de 1 µM incluso superiores a la insulina (1.14±0.021; p: 0.0076), utilizada 
como control positivo, con respecto al control (1.038±0.031) (Fig. 30.A). Además, se 
demostró que el tratamiento con nesfatina-1 a dosis de 1 µM induce una movilización del 
transportador GLUT-4 de forma tiempo-dependiente, incrementando dicha movilización 
de forma significativa a tiempos de 5 minutos (1.02±0.018; p: 0.012), 10 minutos 
(1.07±0.02; p<0.0001) y 30 minutos (1.004±0.015; p: 0.0492) con respecto al control 
(0.95±0.01) (Fig. 30.B).  
 
Figura 29: Estudio por microscopía confocal sobre la translocación del transportador de glucosa GLUT-4. 
Microfotografías mostrando la movilización del transportador GLUT-4 hacia la periferia celular en 
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Figura 30: Translocación del transportador de glucosa GLUT-4 hacia la periferia celular en cardiomiocitos 
neonatales de rata. Análisis estadístico del ratio entre la fluorescencia correspondiente a GLUT-4 entre la 
periferia celular y las regiones citoplasmáticas perinucleares tras el tratamiento con nesfatina-1 a dosis de 0.01-
1 µM durante 30 minutos (Panel A), y a dosis de 1 µM durante 5-30 minutos (Panel B), utilizando insulina 
100 nM como control positivo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia. 
 
5.-Efecto de nesfatina-1 sobre la captación de glucosa por cardiomiocitos 
murinos. 
 Se demostró que el tratamiento con nesfatina-1 durante 2.5 horas de la línea celular 
HL-1 incrementa significativamente la captación de 2-desoxi-D-H3-glucosa (n=11) en un 
12.5±3.9% a dosis de 0.1 nM (p: 0.012); en un 11.9±4% a dosis de 1 nM (p: 0.012) y en un 
26±5.4% a dosis de 100 nM (p: 0.0010), mientras que el tratamiento con insulina (control 
positivo) durante 1 hora a dosis de 100 nM incrementa la captación de 2-desoxi-D-H3-
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glucosa en un 44.3±8.8% (p<0.0001) (Fig. 31.A). 
 El tratamiento con nesfatina-1 de cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo 
también incrementa de forma significativa la captación de 2-desoxi-D-H3-glucosa (n=8) en 
un 14.8±3.3% a dosis de 10 nM (p: 0.009) y en un 23±5.5% a dosis de 100 nM (p: 0.009), 
mientras que el tratamiento con insulina 100 nM durante 1 hora incrementa la captación de 
2-desoxi-D-H3-glucosa en un 35.2±6.2% (p: 0.009) (Fig. 31.B).  































































































Figura 31: Captación de 2-desoxi-D-H3-glucosa por cardiomiocitos tras el tratamiento con nesfatina-1. 
Panel A: Representación gráfica de la captación de 2-desoxi-D-H3-glucosa por la línea celular HL-1 tras el 
tratamiento con nesfatina-1 durante 2.5 horas. Panel B: Análisis estadístico de la captación de 2-desoxi-D-
H3-glucosa por cardiomiocitos neonatales de rata tras el tratamiento con nesfatina-1 durante 2.5 horas. Se 
utilizó insulina 100 nM durante 1 hora como control positivo. *p<0.05, ***p<0.001.  
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6.-Efecto de nesfatina-1 sobre la activación de AKT, AS160 y ERK1/2. 
 ERK1/2, AKT y AS160 son kinasas relacionadas con la estimulación de la 
translocación de GLUT-4 y la captación de glucosa en el músculo esquelético y en el 
corazón,616,617 por lo que estudiamos su posible fosforilación ante el tratamiento con 
nesfatina-1 en cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo. Se demostró que el tratamiento 
con nesfatina-1 induce un incremento dosis/tiempo dependiente en la fosforilación de 
estas kinasas (Fig. 32-34).  
 El tratamiento con dosis de nesfatina-1 comprendidas entre 0.01-1 µM durante 10 
minutos induce un incremento significativo de la fosforilación de ERK1/2 a dosis de 0.1 
µM de un 56±0.21% (p: 0.046) y a dosis de 1 µM de un 213±0.61% (p: 0.015) (n=7) (Fig. 
32.A). El tratamiento con nesfatina-1 a dosis de 1 µM durante 5-30 minutos induce un 
incremento significativo de la fosforilación de ERK1/2 de un 109±0.34% (p: 0.031) (n=6) 
a 10 minutos de tratamiento (Fig. 32.B).  
Asimismo, el tratamiento con dosis de nesfatina-1 comprendidas entre 0.01-1 µM 
durante 10 minutos induce un incremento significativo de la fosforilación de AKT a dosis 
de 0.01 µM de un 92±0.35% (p: 0.039), a dosis de 0.1 µM de un 192±0.66% (p: 0.023) y a 
dosis de 1 µM de un 258±0.83% (p: 0.007) (n=8) (Fig. 33.A); y el tratamiento con 
nesfatina-1 a dosis de 1 µM durante 5-30 minutos induce un incremento significativo de la 
fosforilación de AKT a 10 minutos de un 50±0.18% (p: 0.039) (n=8) (Fig. 33.B). 
 Finalmente, el tratamiento con dosis de nesfatina-1 comprendidas entre 0.01-1 µM 
induce un incremento significativo de la fosforilación de AS160 de un 25±0.08% a 5 
minutos (p: 0.031), de un 42±0.11% a 10 minutos (p: 0.031) y de un 50±0.10% a 30 
minutos (p: 0.031) (n=6) (Fig. 34).  
 Debido al papel de la nesfatina-1 sobre el metabolismo energético, decidimos 
estudiar su posible papel sobre la fosforilación de AMPK y ACC, ambas kinasas implicadas 
en el metabolismo de la glucosa y de los ácidos grasos respectivamente.618,619  Sin embargo, 
no hemos podido demostrar que nesfatina-1 induzca la activación ni de AMPK ni de ACC 














Figura 32: Efecto de nesfatina-1 sobre la activación de ERK1/2 en cardiomiocitos neonatales de rata. Panel 
A: Western blot representativo del efecto de nesfatina-1 sobre la fosforilación de ERK1/2 tras 10 minutos de 
tratamiento. Panel B: Análisis estadístico de la activación de ERK1/2 tras el tratamiento con nesfatina-1 
durante 10 minutos. Panel C: Western blot representativo del efecto de nesfatina-1 a una dosis de 1 µM 
sobre la fosforilación de ERK1/2. Panel D: Análisis estadístico de la activación de ERK1/2 tras el 
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Figura 33: Efecto de nesfatina-1 sobre la activación de AKT en cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A: 
Western blot representativo del efecto de nesfatina-1 sobre la fosforilación de AKT tras 10 minutos de 
tratamiento. Panel B: Análisis estadístico de la activación de AKT tras el tratamiento con nesfatina-1 durante 
10 minutos. Panel C: Western blot representativo del efecto de nesfatina-1 a una dosis de 1 µM sobre la 
fosforilación de AKT. Panel D: Análisis estadístico de la activación de AKT tras el tratamiento con 
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Figura 34: Efecto de nesfatina-1 sobre la activación de AS160 en cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A: 
Western blot representativo del efecto de nesfatina-1 sobre la fosforilación de AS160 tras el tratamiento con 
nesfatina-1 a una dosis de 1 µM. Panel B: Análisis estadístico de la activación de AS160 tras el tratamiento 
con nesfatina-1 a una dosis de 1 µM. UAD: unidades arbitrarias de densitometría. *p<0.05. 
 
7.-Efecto de nesfatina-1 sobre la captación de ácidos grasos por 
cardiomiocitos neonatales de rata. 
 Para estudiar el posible efecto de nesfatina-1 sobre la captación de ácidos grasos en 
cardiomiocitos, se trataron cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo con dosis de 
nesfatina-1 comprendidas entre 0.01-1 µM durante 30 minutos. Tras el tiempo de 
tratamiento se incubaron las células con ácido dodecanoico marcado con Bodipy® durante 
1 minuto y se determinó su incorporación mediante citometría de flujo. Se demostró que el 
tratamiento con nesfatina-1 induce un incremento en la captación de ácidos grasos a dosis 
de 0.1 µM de un 6.4±0.01% (p: 0.0313) y a dosis de 1 µM de un 7.9±0.02% (p: 0.0313) 
(n=6) (Fig. 35).  
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Figura 35: Análisis estadístico de la captación de ácido dodecanoico marcado con Bodipy® por 
cardiomiocitos neonatales de rata utilizando citometría de flujo. UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia 
*p<0.05. 
 
8.-Regulación de los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en 
cardiomiocitos neonatales de rata por estímulos proinflamatorios y 
antiinflamatorios. 
 Para estudiar el efecto de distintos reguladores de procesos inflamatorios sobre la 
expresión de NUCB2 en cardiomiocitos, se trataron cardiomiocitos neonatales de rata 
durante 24 horas con TNF-α, IL-6, IL-1β y dexametasona. Tras el tratamiento con TNF-α 
a dosis de 0.1-20 ng/mL, se observó un incremento de la expresión de ARNm de NUCB2 
de un 11.3±0.04% (p: 0.039, n=8) a dosis de 20 ng/mL (Fig. 36.A). El tratamiento con 
dexametasona a dosis de 0.1-100 nM induce un incremento estadísticamente significativo 
en la expresión de ARNm de NUCB2 de un 82±0.15% (p: 0.007) a dosis de 10 nM y de un 
124±0.27% (p: 0.007) (n=8) a dosis de 100 nM (Fig. 36.B). El tratamiento tanto con IL-6 
como con IL-1β a dosis de 0.1-20 ng/mL no induce ningún cambio significativo en la 





































































































































































Figura 36: Efecto del tratamiento con reguladores inflamatorios sobre la expresión del ARNm de NUCB2 
en cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A: Tratamiento con TNF-α durante 24 horas. Panel B: 
Tratamiento con dexametasona durante 24 horas. Panel C: Tratamiento con IL-6 durante 24 horas. Panel 
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9.-Regulación de los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en 
cardiomiocitos neonatales de rata por la insulina. 
Debido al papel de nesfatina-1 como coadyuvante de la insulina, se estudió el 
posible efecto del tratamiento de cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo con insulina 
durante 24 horas sobre la expresión génica de NUCB2/nesfatina-1. Se demostró que el 
tratamiento con insulina a dosis de 0.1-100 nM produce un descenso de la expresión de 
ARNm de NUCB2 a dosis de 10 nM de un 23±0.05% (p: 0.031) y a dosis de 100 nM de un 
30±0.06% (p: 0.03, n=6) (Fig. 37).  
 
Figura 37: Efecto del tratamiento con insulina sobre la expresión del ARNm de NUCB2 en cardiomiocitos 
neonatales de rata. **p<0.01. 
10.-Regulación de los niveles de expresión cardiacos de nesfatina-1 en 
rata por la dieta, el ayuno, la obesidad inducida genéticamente y el retraso en el 
destete. 
Dieta alta en grasa. 
En ratas alimentadas con dieta alta en grasa durante 18 semanas se demostró un 
incremento estadísticamente significativo de los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 
en tejido auricular cardiaco (0.029±0.002; p: 0.007) con respecto a las alimentadas con dieta 
estándar (0.017±0.002) (n=8), mientras que en el tejido ventricular no se observó ninguna 
diferencia (Fig. 38.A). A nivel proteico también se observó una mayor expresión de 
nesfatina-1 en tejido auricular de ratas alimentadas con dieta alta en grasa con respecto a las 
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Figura 38: Influencia de la dieta en los niveles de expresión de nesfatina-1 en tejido cardiaco de ratas. Panel 
A: Análisis estadístico de los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en aurícula y ventrículo en ratas 
alimentadas con dieta alta en grasa o dieta normal. Panel B: Western blot representativo de los niveles de 
expresión de nesfatina-1 en tejido auricular en función de la dieta. **p<0.01. 
Como cabría esperar debido al diseño del experimento, las ratas alimentadas con 
dieta alta en grasa tienen un porcentaje de grasa corporal mayor que las ratas alimentadas 
con dieta normal (Fig. 39.A). Teniendo en cuanta todas las ratas independientemente del 
tipo de dieta, se demostró una correlación positiva entre los niveles auriculares de ARNm 
de NUCB2 y el porcentaje de grasa corporal (p: 0.001) (n=16) (Fig. 39.B), así como 
también entre los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 auriculares y los niveles 
plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 (p: 0.006) (n=10) (Fig. 39.C). Los niveles de nesfatina-
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Figura 39: Correlación entre los niveles de expresión de NUCB2 con el porcentaje de grasa corporal. Panel 
A: Representación del porcentaje de grasa corporal en función de la dieta. Panel B: Correlación entre los 
niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en aurícula con el porcentaje de grasa corporal. Panel C: 
Correlación entre los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en aurícula con los niveles de nesfatina-1 en 
plasma. Panel D: Correlación entre los niveles de nesfatina-1 en plasma y el porcentaje de grasa corporal. r: 
rho de Spearman. ***p<0.001. 
 
La expresión génica del principal transportador de ácidos grasos a nivel cardiaco 
(CD36),616 en tejido auricular fue similar entre las ratas alimentadas con dieta estándar y las 
alimentadas con dieta alta en grasa. No se encontró ninguna correlación entre los niveles de 
expresión de ARNm de NUCB2/nesfatina-1 y CD36, así como tampoco entre los niveles 
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Figura 40: Niveles de expresión de ARNm del transportador de ácidos grasos CD36 en tejido auricular de 




 Estudiamos la influencia del ayuno sobre los niveles de expresión auriculares 
cardiacos de NUCB2, observando que no existen diferencias significativas entre las ratas en 
ayuno durante 36 horas y las alimentadas ad libitum (n=6) (Fig. 41). En este caso, al existir 
diferencias en los niveles de expresión de GAPDH, utilizamos como gen normalizador la 
subunidad 18S del ARN ribosómico.  
 
Figura 41: Niveles de expresión de NUCB2 en tejido auricular cardiaco de ratas alimentadas ad libitum o en 
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Obesidad de origen genético. 
En ratas Zucker, ratas con una mutación en el receptor de leptina que las hace 
genéticamente obesas (Fa/Fa),424 observamos que los niveles de expresión auricular 
cardiacos de NUCB2 se incrementan de forma significativa tras 21 semanas de vida con 
alimentación ad libitum, tanto en los controles heterocigotos (p<0.0001) como en las ratas 
homocigotas obesas (p<0.0001) (n=10) (Fig. 42.A), de forma que independientemente del 
genotipo se observa un mayor nivel de expresión de NUCB2 en tejido cardiaco con la edad 
(n=20, p<0.0001) (Fig. 42.B).  
 
Figura 42: Niveles de expresión de NUCB2 en tejido auricular cardiaco de ratas Zucker. Panel A: Expresión 
de NUCB2 en función del genotipo a 6 y 21 semanas de vida. Panel B: Expresión de NUCB2 en función de 
la edad, independientemente del genotipo. ***p<0.001. 
 
Por otro lado, tanto a las 6 semanas de vida como a las 21 semanas se observa un 
incremento significativo en el porcentaje de grasa corporal en las ratas obesas con respecto 
a las ratas control (p<0.0001), como cabría esperar debido a las características del modelo 














































































































Figura 43: Porcentaje de grasa corporal en ratas genéticamente obesas tras 6 y 21 semanas de vida. 
***p<0.001. 
 
Asimismo, al estudiar los gramos de masa grasa y magra, se observa un incremento 
en la cantidad de ambos tejidos a las 21 semanas de edad (Fig. 44). 
 
 
Figura 44: Gramos de masa grasa (Panel A) y magra (Panel B) total en ratas genéticamente obesas tras 6 y 
21 semanas de vida. ***p<0.001. 
 
No se observa ninguna asociación entre los niveles de expresión de ARNm de 
NUCB2 a nivel cardiaco con el porcentaje o los gramos de grasa corporal. Sin embargo, se 
observa una correlación estadísticamente significativa con la cantidad de masa magra (rho: 
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Retraso en el destete. 
 Estudiamos el efecto del retraso en el destete sobre la expresión de ARNm de 
NUCB2 en tejido auricular de rata. En este caso, se observaron variaciones en los niveles 
de expresión de GAPDH entre ambos grupos, por lo que utilizamos el ARNr 18S como 
gen normalizador. Se demostró que el destete a los 28 días induce significativamente el 
incremento de los niveles de expresión cardiacos de NUCB2 a nivel de ARNm y proteína 
con respecto al destete normal (21 días) (n=10, p: 0.004), sin observar ninguna correlación 
con el porcentaje de grasa corporal (Fig. 45).  
 
Figura 45: Efecto del retraso en el destete sobre la expresión cardiaca de NUCB2. Panel A: Expresión 
génica de NUCB2 en función del destete en rata. Panel B: Imagen representativa de los niveles proteicos de 
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11.-Array de expresión de genoma completo de rata. 
 Mediante la técnica de microarray de expresión de genoma completo se demostró 
que el tratamiento de cardiomiocitos neonatales de rata durante 6 horas con nesfatina-1 a 
una dosis de 1 µM induce la expresión de forma significativa en 1.048 genes, la mayor parte 
(38%) implicados en la regulación del metabolismo según la clasificación realizada 
utilizando la base de datos de rutas metabólicas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes) (Fig. 46).  
 
Figura 46: Efecto de nesfatina-1 sobre la expresión génica en rata. Representación del efecto de nesfatina 
sobre la expresión génica por procesos biológicos. 
 
Del análisis realizado por Progenika Biopharma S.L. (ES) se obtuvo una lista de 3 
rutas de señalización con expresión alterada de manera estadísticamente significativa tras el 
tratamiento con nesfatina-1 de acuerdo a la base de datos KEGG (Tabla 12). 
 
Clasificación KEGG Nº Genes P valor Genes 
Ribosoma 15 77 
RPS3, RPL13, RPL35A, RPL36, RPL13A, RPS21 
RPS9, RPL29, RPS23, RPL10A, RPL18, RPL6, 
RPS15A. 
Ruta de señalización de ErbB4 9 78 
AKT3, CAMK2G, PRKCC, ERbB4, MAPK9, 
GSK3B, 
SOS1, GRB2, PRKCA. 
Ruta de señalización de épsilon Fc RI 7 114 AKT3, PRKCC, MAPK9, SOS1, GRB2, PRKCE, PRKCA. 
Tabla 12: Rutas metabólicas afectadas de manera estadísticamente significativa tras el tratamiento de 
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Se seleccionó la ruta de señalización de ErbB4 para su posterior validación y se 
investigaron las posibles interacciones funcionales entre los genes afectados por el 
tratamiento con nesfatina-1 utilizando el programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis), el 
cual está integrado con otras bases de datos como KEGG, Gene Ontology Database o 
GenBank, para el estudio de la ruta de señalización de ErbB4 (p: 0.013) (Fig. 47). 
 
 
Figura 47: Esquema representativo de los genes implicados en la ruta de señalización de ErbB4 obtenido 
utilizando el programa IPA. NRG: neuregulina, Mapk: proteín kinasa activada por mitógenos, AKT: proteín 
kinasa B, ERK1/2: kinasa regulada por señales extracelulares 1/2, PI3K: fosfoinositol-3-fosfato kinasa, Jnk: 
kinasa c-Jun N-terminal, PKC: proteín kinasa C, PRKCA: proteín kinasa Cα, CBFA2T3: proteína 
correspondiente al gen de translocación mieloide en el cromosoma 16, KAP1: proteína 1 asociada a queratina, 
NFκB: factor nuclear κB, GSK3B: glucógeno sintasa kinasa 3 B. 
Para determinar si el efecto de nesfatina-1 sobre el incremento de la fosforilación 
de ERK1/2 previamente observado se producía mediante el receptor ErbB4, se trataron 
cardiomiocitos neonatales de rata con nesfatina-1 a una dosis de 1 µM durante 10 minutos 
en conjunto con el inhibidor de ErbB4 AG1478 a una dosis de 50 µM, con un 
pretratamiento previo con dicho inhibidor durante 30 minutos (n=6). Se demostró que el 
Moléculas incluídas por  IPA 
Expresión incrementada en array 
Expresión disminuída en array 
Kinasa 
Citokina/Factor de crecimiento 





tratamiento con AG1478 no inhibe el efecto de nesfatina-1 sobre la inducción de la 
fosforilación de ERK1/2, descartando así la participación de ErbB4 en el efecto de 















   

























Figura 48: Efecto del inhibidor de ErbB4 AG1478 sobre la inducción de la fosforilación de ERK1/2 tras el 
tratamiento con nesfatina-1 en cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A: Western blot representativo de la 
fosforilación de ERK1/2. Panel B: Análisis estadístico de la fosforilación de ERK1/2 tras el tratamiento con 
nesfatina-1 y/o AG1478. UAD: unidades arbitrarias de densitometría *p<0.05. 
Por otro lado, de entre los 1.048 genes con expresión modificada tras el tratamiento 
con nesfatina-1, se seleccionaron 4 para su posterior validación en función de su p valor y 
su significado biológico en cardiomiocitos (Tabla 13).  
Nombre Incremento vs control P valor 
NR1H2 -1.25827 8.85603E-05 
HMGCR -1.15613 0.0418708 
AVPRA 1.33286 0.000146007 
APOP1 -1.31416 0.0299548 
 
Tabla 13: Genes seleccionados del array de expresión de genoma completo de rata con expresión modificada 
por el tratamiento con nesfatina-1 como candidatos para ser validados mediante la técnica RT-PCR.  
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Para validar la modificación de la expresión génica de los genes seleccionados tras el 
tratamiento con nesfatina-1 se utilizó la técnica de RT-PCR, observando que solo en el 
caso de APOP1 se mantiene el efecto de nesfatina-1 sobre su expresión génica (Fig. 49). 





























Figura 49: Expresión génica de los genes candidatos obtenidos mediante el análisis del microarray en 
cardiomiocitos neonatales de rata tras el tratamiento con nesfatina-1 a una dosis de 1 µM durante 6 horas de 
tratamiento. n=8, *p<0.05.  
Además, se estudió el efecto de nesfatina-1 sobre la expresión de Apop1 en función 
del tiempo, observando que a 3 y 6 horas esta hormona provoca una disminución 
estadísticamente significativa de la expresión de Apop1 de un 9.8% (p: 0.039) y de un 9.8% 
(p: 0.037) respectivamente, mientras que tras 24 horas la nesfatina-1 induce su expresión en 
un 22.3% (p: 0.019) (n=8) (Fig. 50). 












































Figura 50: Efecto de nesfatina-1 sobre la expresión de APOP1 durante 3-24 horas en cardiomiocitos 
neonatales de rata en cultivo. *p<0.05. 
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Debido a la cantidad de información aportada por el array de expresión de genoma 
completo y a la complejidad de su análisis, los datos presentados en este trabajo se 
corresponden con resultados preliminares, de forma que en la actualidad seguimos 
trabajando en el estudio de otros genes candidatos para su posterior validación.  
12.-Efecto de nesfatina-1 sobre la viabilidad celular. 
Actividad mitocondrial. 
Para estudiar el posible papel de nesfatina-1 sobre la actividad mitocondrial en 
cardiomiocitos, se trataron cardiomiocitos neonatales de rata y de la línea celular de ratón 
HL-1 con dosis de nesfatina-1 comprendidas entre 0.01-1 µM durante 6-24 horas. 
Mediante el ensayo MTT se demostró que en la línea celular HL-1 (n=6) el tratamiento con 
nesfatina-1 induce una reducción de la actividad metabólica mitocondrial de un 23.6% a 
dosis de 0.1 µM (p: 0.0313) y de un 22.08% a dosis de 1 µM (p: 0.0313), sin observar 
diferencias significativas con respecto al control a tiempos de 6 y 12 horas de tratamiento 
(Fig. 51).  






































Figura 51: Análisis estadístico de la actividad metabólica mitocondrial en cardiomiocitos mediante el ensayo 
MTT. Efecto del tratamiento con nesfatina-1 sobre la actividad mitocondrial de la línea celular HL-1. 
*p<0.05. UAA: unidades arbitrarias de absorbancia (550 nm). 
 
Asimismo, en cardiomiocitos neonatales de rata (n=9), el tratamiento con nesfatina-
1 a dosis de 0.1 µM induce una reducción de la actividad metabólica mitocondrial de un 
5.8% a 12 horas de tratamiento (p: 0.0078), y el tratamiento con nesfatina-1 a dosis de 1 
µM reduce la actividad metabólica mitocondrial en un 8% a 6 horas de tratamiento (p: 
0.0078), en un 12.6% a 12 horas de tratamiento (p: 0.0039) y en un 22.7% a 24 horas de 
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tratamiento (p: 0.0080) (Fig. 52). Como control positivo de actividad metabólica 
mitocondrial se utilizó medio de cultivo completo.  

















































Figura 52: Análisis estadístico de la actividad metabólica mitocondrial en cardiomiocitos mediante el ensayo 
MTT. Efecto del tratamiento con nesfatina-1 sobre la actividad mitocondrial de cardiomiocitos neonatales de 
rata. **p<0.01. UAA: unidades arbitrarias de absorbancia (550nm). 
 
Apoptosis. 
 Mediante la técnica de tinción vital con Hoechst se estudió el posible papel de 
nesfatina-1 sobre la inducción de apoptosis en la línea celular HL-1. Se trataron dichas 
células durante 6-24 horas con dosis de nesfatina-1 comprendidas entre 0.001-1 µM y se 
demostró que el tratamiento a dosis de 0.1 µM induce un incremento en el porcentaje de 
células apoptóticas de un 105% y de un 52.8% con respecto al control (p: 0.0313) y a dosis 
de 1 µM induce un incremento de un 146% y de un 52.2% (p: 0.0313) a 12 y 24 horas de 
tratamiento respectivamente (n=6). Como control positivo de apoptosis de utilizó AraC a 





Figura 53: Efecto de nesfatina-1 sobre la inducción de apoptosis en la línea celular HL-1. Panel A: Análisis 
estadístico del porcentaje de apoptosis inducido por el tratamiento con nesfatina-1 durante 6-24 horas. 
Panel B: Imágenes representativas de los experimentos con tinción vital Hoechst a 24 horas de tratamiento. 
*p<0.05. 
 
Asimismo, se trataron cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo con nesfatina-1 
a dosis comprendidas entre 0.001-1 µM durante 24 horas. Se demostró que la nesfatina-1, 
al igual que ocurre con la línea celular HL-1, induce un incremento del porcentaje de 
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Figura 54: Efecto de nesfatina-1 sobre la inducción de apoptosis en cardiomiocitos neonatales de rata 
durante 24 horas de tratamiento. Panel A: Análisis estadístico del porcentaje de apoptosis inducido por 
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Mediante la técnica de citometría de flujo combinada con marcaje con yoduro de 
propidio, se observó que el tratamiento de cardiomiocitos neonatales de rata y de la línea 
celular HL-1 con nesfatina-1 a dosis comprendidas entre 0.01-1 µM durante 24 horas no 
tiene efectos estadísticamente significativos sobre la viabilidad cardiomiocitaria con 




Figura 55: Efecto del tratamiento con nesfatina-1 durante 24 horas sobre la viabilidad cardiomiocitaria. 
Panel A: Análisis mediante citometría de flujo de cardiomiocitos marcados con yoduro de propidio dónde se 
representa el número de células (recuento) frente al contenido de ADN (yoduro de propidio). Los valores se 
corresponden a porcentajes de células muertas (con un contenido de ADN correspondiente a menor de 2n), 
en fase G0/G1 (con un contenido de ADN correspondiente a 2n) o en fase S/M (con un contenido de ADN 
correspondiente a 4n). Panel B: Efecto del tratamiento con nesfatina-1 sobre la viabilidad de cardiomiocitos 
neonatales de rata. Panel C: Efecto del tratamiento con nesfatina-1 sobre la viabilidad de la línea celular HL-
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13.-Estudios de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en tejido humano 
cardiaco. 
Para determinar los niveles de expresión (mediana [rango intercuartílico]) de 
ARNm de NUCB2 se utilizó la técnica de RT-PCR.  
Expresión de NUCB2 en tejido auricular en función del sexo. 
Se demostró que los que los niveles de expresión auriculares de NUCB2 eran 
significativamente mayores en las mujeres (0.043 [0.033; 0.053], n=90) que en los varones 
(0.037 [0.029, 0.047], n=178) (p: 0.002) (Fig. 56.A).  
Las mujeres sin lesión coronaria (LSC) (0.045 [0.036; 0.055], n=62) tenían mayores 
niveles de expresión auriculares de NUCB2 que aquellas con LSC (0.039 [0.030, 0.047], 
n=27) (p: 0.001) y, además, las mujeres sin LSC tenían también mayores niveles de 
expresión de NUCB2 que los varones independientemente de LSC o no. No se observó 
ninguna diferencia sobre los niveles de NUCB2 en los varones en cuanto a padecer LSC o 
no (Fig. 56.B). 
 
Figura 56: Análisis estadístico de los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco auricular 
humano de pacientes sometidos a cirugía cardiaca. Panel A: Niveles de expresión de NUCB2 en función del 
género. Panel B: Niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco auricular humano de 
pacientes con o sin lesión coronaria. **p<0.01. 
 
Expresión de NUCB2 en tejido auricular en pacientes a tratamiento con IECAs. 
En los varones, se observó que los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 eran 
significativamente menores en aquellos a tratamiento con inhibidores de la enzima 































































































tratados (0.038 [0.029, 0.051], n=116) (p: 0.018) (Fig. 57.A). Sin embargo, no se encontró 
ninguna asociación entre los niveles de expresión de NUCB2 y la hipertensión arterial o la 
administración de otros medicamentos antihipertensivos, así como tampoco entre la 
administración o no de IECAs en mujeres. En cuanto a los varones con HTA, se observó 
que aquellos a tratamiento con IECAs (n=46) presentaban menores niveles de expresión 
de NUCB2 en tejido auricular cardiaco con respecto a los no tratados (n=75) (p: 0.02) (Fig. 
57.B). 
 
Figura 57: Efecto de los IECAs sobre la expresión de NUCB2 en tejido cardiaco auricular humano en 
varones sometidos a cirugía cardiaca. Panel A: Análisis estadístico de los niveles auriculares de nesfatina-1 en 
pacientes a tratamiento o no con IECAs. Panel B: Estratificación de los pacientes en función de la presencia 
o no de hipertensión arterial. IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. HTA: 
hipertensión arterial. *p<0.05. 
 
Expresión de NUCB2 en tejido auricular en pacientes a tratamiento con antidiabéticos 
orales.  
En varones, se demostró que los niveles de expresión auriculares de NUCB2 eran 
significativamente mayores en aquellos a tratamiento con antidiabéticos orales (ADO) 
(0.0388, [0.0347; 0.0561], n=35) con respecto a los no tratados con ADO (0.0356 [0.0277; 
0.04629], n=138) (p: 0.033) (Fig. 58.A). No se encontró ninguna asociación entre los 
niveles de expresión de NUCB2 y la diabetes tipo I o la diabetes tipo II (Fig. 58.B), así 
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Figura 58: Efecto de los antidiabéticos orales sobre la expresión de NUCB2 en tejido auricular cardiaco en 
varones sometidos a cirugía cardiaca. Panel A: Análisis estadístico de los niveles auriculares de nesfatina-1 en 
pacientes a tratamiento o no con antidiabéticos orales. Panel B: Estratificación de los pacientes en función 
de la presencia y el tipo de diabetes. *p<0.05. 
Sin embargo, al agrupar los varones diabéticos sin diferenciar entre padecer diabetes 
tipo I o diabetes tipo II se observa que los diabéticos (0.038 [0.031; 0.055], n=53) 
presentan mayores niveles cardiacos de NUCB2/nesfatina-1 con respecto a los no 
diabéticos (0.035 [0.027; 0.045], n=125) (p: 0.046) (Fig. 59), sin observar ninguna diferencia 
en las mujeres. 
 
Figura 59: Efecto de la diabetes sobre la expresión cardiaca de NUCB2 en tejido cardiaco auricular humano 



























































































































Expresión de NUCB2 en tejido auricular en función del gap de glicación. 
 Se utilizó el gap de glicación (Gg) para estimar el control glucémico y el riesgo de 
padecer complicaciones cardiovasculares derivadas de la diabetes.219 El Gg se obtuvo a 
partir de la diferencia entre la HbA1c medida en plasma y la HbA1c calculada según la 
siguiente recta de regresión, adecuada para los pacientes del área sanitaria de Santiago de 
Compostela,218 donde se utilizan los niveles de fructosamina plasmáticos como un 
indicador de la glucemia: HbA1c calculada=0.012*Fructosamina+3.16. Se consideraron 
bajos glicadores aquellos pacientes con un Gg<-1 (n=8), glicadores medios los que tenían 
un Gg entre 1 y 1 (n=58), y altos glicadores los que presentaban un Gg>1 (n=8).219  
 Como cabía esperar, existen mayores niveles de glucosa y HbA1c plasmáticos en los 
pacientes consideraros altos glicadores (Fig. 60). 
 
Figura 60: Caracterización de los niveles de plasmáticos de glucosa (Panel A) y de HbA1c (Panel B) en 
función del gap de glicación en pacientes sometidos a cirugía cardiaca. *p<0.05, **p<0.01.  
 
Se demostró que los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco 
auricular humano no varían de manera estadísticamente significativa en función del Gg (Fig. 
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Figura 61: Niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en tejido cardiaco auricular de pacientes sometidos a 
cirugía cardiaca en función del gap de glicación. Paneles A-B: Distribución de los niveles de NUCB2 en 
función del gap de glicación. Panel C: Distribución de los niveles de NUCB2 en función del gap de glicación 
y de la presencia de diabetes. Gg: gap de glicación. DM: diabetes mellitus. 
Finalmente, se observó una correlación negativa entre los niveles de expresión 
auriculares de NUCB2 y los niveles plasmáticos de glucosa en los pacientes consideraros 
bajos glicadores (r: -0.881, p: 0.004) (Fig. 62.A), que se vuelve positiva en los glicadores 
normales (r: 0.285, p: 0.031) (Fig. 62.B) y se pierde en los altos glicadores. Sin embargo, en 
los altos glicadores se observa una correlación negativa entre los niveles de expresión de 
NUCB2 auriculares y el Gg (r: -0.762, p: 0.028) (Fig. 62.C). 
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Figura 62: Correlación entre los niveles de expresión auriculares cardiacos de ARNm de NUCB2 y la glucosa 
en pacientes sometidos a cirugía cardiaca clasificados como bajos glicadores (Panel A) y glicadores medios 
(Panel B). Panel C: Correlación entre los niveles de NUCB2 y el gap de glicación en pacientes clasificados 
como altos glicadores. R: rho de Spearman. 
 
Expresión de NUCB2 en tejido ventricular de pacientes en la fase final de la insuficiencia 
cardiaca. 
Se determinaron los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en ventrículo 
izquierdo de corazones explantados de pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) sometidos 
a trasplante de corazón, de los cuales 29 tenían IC de origen isquémico (ISQ) y 19 
pacientes tenían IC cuya etiliogía era la cardiomiopatía dilatada (DIL), todos no diabéticos y 
en la fase final de la enfermedad, utilizando como controles 4 donantes no enfermos 
(CON).  
Mediante la técnica RT-PCR se demostró que los niveles de expresión de NUCB2 
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de etiología esquémica con respecto a los pacientes control (p: 0.0152), no observando 
ninguna diferencia estadísticamente significativa entre los pacientes con IC de etiología 




































Figura 63: Análisis estadístico de los niveles de expresión de ARNm de NUCB2 en ventrículo izquierdo 
humano de pacientes en la fase final de insuficiencia cardiaca de etiología isquémica (ISQ) o dilatada (DIL). 
*p<0.05. 
 
14.-Niveles plasmáticos de nesfatina-1 en pacientes con insuficiencia 
cardiaca. 
En los pacientes reclutados a través de la Red Nacional de Investigación en 
Insuficiencia Cardiaca (REDINSCOR), se demostró que los niveles plasmáticos de 
nesfatina-1 medidos utilizando la técnica de ELISA (n=71) son mayores en aquellos 
pacientes que presentan reducción de la tolerancia al ejercicio (n=7, p: 0.006), de los cuales 
seis presentaban cardiomiopatía dilatada y uno cardiomiopatía valvular (Fig. 64). 
 
Figura 64: Niveles plasmáticos de nesfatina-1 en función de la tolerancia al ejercicio en pacientes con 


































A su vez, se observaron diferencias estadísticamente significativas en los pacientes 
con reducción de la tolerancia al ejercicio con cardiomiopatía dilatada (n=6, p: 0.002) con 
respecto a aquellos con el mismo tipo de cardiomiopatía pero con tolerancia normal al 
ejercicio (Fig. 65). 
 
 
Figura 65: Análisis estadístico de los niveles plasmáticos de nesfatina-1 en pacientes con o sin reducción de 
la tolerancia al ejercicio en función del tipo de cardiomiopatía. CMD: cardiomiopatía dilatada, CMHTA: 
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En la actualidad sabemos que el tejido adiposo, además de almacenar energía, es 
capaz de producir una gran variedad de proteínas y factores de secreción conocidos 
comúnmente como adipokinas, las cuales actúan tanto a nivel local de forma 
autocrina/paracrina, como a nivel sistémico de forma endocrina, regulando una gran 
variedad de procesos biológicos, entre los que se encuentra de manera destacada la función 
cardiovascular, y que son factores cuya producción se encuentra alterada en los estados de 
obesidad.131–134,231 Debido a que la fisiopatología de la obesidad no se conoce 
completamente, es necesaria una mejor comprensión de los mecanismos moleculares 
subyacentes a la misma y su relación con las enfermedades metabólicas y cardiovasculares 
para poder desarrollar nuevas estrategias dirigidas hacia su prevención y tratamiento, así 
como de sus comorbilidades.620 Las adipokinas y las hormonas metabólicas han surgido en 
los últimos años como un nexo de unión entre la obesidad, la inflamación, el síndrome 
metabólico y las enfermedades cardiovasculares133,621 debido a su probada influencia sobre 
la regulación de la tensión arterial, la función endotelial, la función cardiomiocitaria, la 
ateroesclerosis, la inflamación, la hipertrofia o el daño por isquemia/reperfusión, de modo 
que la identificación y el estudio de nuevas hormonas implicadas en la regulación de la 
función cardiovascular proporciona nuevas oportunidades para el desarrollo de 
aproximaciones más efectivas para prevenir las enfermedades cardiovasculares.231,622 
Asimismo, el corazón se considera hoy en día un órgano endocrino capaz de 
sintetizar productos de secreción, como los péptidos natriuréticos y diversas 
hormonas,261,325,335,623 implicados no solo en la regulación de la función cardiovascular sino 
también en la regulación del gasto energético y el metabolismo.261,325–328,623 Debido a la 
estrecha relación que existe entre las enfermedades cardiovasculares y el metabolismo 
energético, es fundamental llegar a comprender el papel que las nuevas hormonas 
metabólicas y/o adipokinas (tanto las sintetizadas por el corazón como las procedentes de 
otros lugares de síntesis) puedan desempeñar en la regulación de la viabilidad y el 
metabolismo celular a nivel cardiaco, con el fin de comprender mejor la fisiopatología de 
las enfermedades cardiometabólicas.261,325–328,623 Desde la identificación a mediados de la 
década de los noventa de las primeras adipokinas, se ha producido un rápido avance en el 
conocimiento de las mismas, identificándose una gran variedad de adipokinas y hormonas 
metabólicas con distintas funciones sobre la fisiopatología de la obesidad y las 
enfermedades cardiovasculares,624 como la leptina, la adiponectina, la resistina, la lipocalina-
1, la adipolina, o la omentina, y cuyo número continúa creciendo en la actualidad.625 
La nesfatina-1 es una nueva hormona metabólica descubierta en 2006 por Oh-I y 




péptidos con acción a nivel cerebral, la función de nesfatina-1 no se reduce a un solo efecto, 
sino que se ha demostrado que la nesfatina es una hormona pleiotrópica implicada en 
diversas funciones, como el vaciado gástrico,412 la ingesta de agua,417 la modulación del 
estrés,555 la regulación del sistema simpático,594 la reproducción,567 el control del sueño,562,565 
el desarrollo de ansiedad y miedo,493,555–558 la termorregulación,410 la adipogénesis,401 la 
homeostasis de la glucosa485 y, de manera muy significativa, en la función cardiovascular.402  
Al tener la capacidad de poder cruzar la barrera hematoencefálica en ambos 
sentidos,436,437 distintos estudios se han centrado en la posible expresión de nesfatina-1 en 
tejidos periféricos, observando altos niveles de este péptido en la mucosa gástrica,398 el 
páncreas,397 el tejido adiposo,401 las gónadas399 y también en el plasma,445 de forma que se 
sugiere que la nesfatina-1 producida y secretada a nivel periférico también podría ejercer 
sus acciones a nivel central. Debido a que el tejido adiposo es uno de los principales 
órganos productores de nesfatina-1, algunos autores la consideran también una nueva 
adipokina,401,453,520 a pesar de que su principal fuente de producción es el estómago,398 en 
donde se observan niveles de expresión incluso superiores a los detectados en el cerebro.  
En este trabajo de tesis presentamos un amplio número de experimentos utilizando 
una aproximación traslacional para estudiar la expresión de nesfatina-1 en tejido cardiaco 
de ratón, rata y humano, mostrando su expresión tanto en tejido auricular como ventricular 
cardiaco y su implicación en el metabolismo energético de los cardiomiocitos y en la 
fisiopatología de las enfermedades cardiovasculares, un trabajo ya publicado en parte en la 
revista Endocrinology en el año 2013 (ver anexo).444,626 
1.-Producción de nesfatina-1 en el corazón. 
Hasta la fecha, solo se han publicado dos trabajos donde se demuestra la 
producción de NUCB2/nesfatina-1 en tejido cardiaco en rata,398,402 aunque únicamente en 
el trabajo de Angelone y col. (2013)402 se observa una banda de aproximadamente 9 kDa, 
utilizando la técnica de western blot, que confirma la producción de la forma madura de 82 
aminoácidos correspondiente a nesfatina-1. De hecho, los únicos estudios que han 
demostrado la presencia de la forma madura de nesfatina-1 a día de hoy han sido el que 
acabamos de mencionar de Angelone y col. (2013)402 y el trabajo original de Oh-I y col. 
(2006),363 donde se identificó por primera vez la nesfatina-1 como una proteína de 
aproximadamente 9 kDa en el fluido cerebroespinal de rata. El resto de trabajos publicados 
hasta la fecha solo detectan la proteína correspondiente a NUCB2 de aproximádamente 50 
kDa en el cerebro, la mucosa gástrica, el páncreas, la pituitaria y el tejido 
adiposo.398,401,427,467,567 Algunos autores sugieren que esta discrepancia indica la posibilidad de 
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un procesamiento de NUCB2 posterior a su secreción, bien en los fluidos corporales o 
bien en sus lugares de acción.108,415,463,500  
En este trabajo de tesis hemos demostrado por primera vez la expresión de ARNm 
de NUCB2 y de la proteína nesfatina-1 (9.5 kDa) en cardiomiocitos en cultivo y en tejido 
auricular y ventricular de corazón humano, de rata y de ratón, así como también la 
presencia de la proteína PC1/3, hormona encargada de la proteolisis de NUCB2 para dar 
lugar a la forma activa de nesfatina-1,363 en tejido cardiaco auricular humano, confirmando 
así el procesamiento proteolítico potencial de NUCB2 en el tejido cardiaco. De acuerdo 
con estos resultados, existen trabajos en la bibliografía dónde se observa la presencia de 
ARNm de PC1/3 en tejido cardiaco humano y de proteína en ventrículo izquierdo de 
ratón.627,628 
En cuanto a la distribución de NUCB2/nesfatina-1 en las células cardiacas, se 
observó una localización claramente perinuclear de NUCB2/nesfatina-1 en cardiomiocitos 
de rata y humano, así como también en cortes de tejido auricular humano. Probablemente, 
esta localización se corresponda a la presencia de NUCB2/nesfatina-1 en el retículo 
endoplásmico o en el aparato de Golgi, ambos típicamente localizados alrededor de la 
membrana nuclear en cardiomiocitos.629,630 Apoyando esta hipótesis, en los primeros 
trabajos realizados sobre la distribución cerebral de nesfatina-1 se ha demostrado también 
una distribución perinuclear de nesfatina-1 en las células neuronales de los principales 
núcleos cerebrales productores de esta hormona, observando su localización también en 
estructuras unidas a la membrana del aparato de Golgi.399,427,432,500  
Además de producir NUCB2/nesfatina-1, los cardiomiocitos en cultivo son 
capaces de secretar nesfatina-1 al medio, como hemos demostrado cuantificando la 
secreción de NUCB2/nesfatina-1 en el medio de cultivo de cardiomiocitos neonatales de 
rata mediante ELISA. Este es también el primer dato publicado sobre la secreción de 
nesfatina-1 por parte de cardiomiocitos,626 de hecho, los únicos estudios donde se observa 
la secreción de nesfatina-1 son el de Ramanjaneya y col. (2010)401 en explantes de tejido 
adiposo de rata y el de González y col. (2011)454 en la línea de células β-pancreáticas de 
ratón MIN6. Nuestros resultados muestran que los cardiomiocitos secretan nesfatina-1 al 
medio a concentraciones en el mismo rango que las detectadas por explantes de tejido 
adiposo y superiores a las secretadas por la línea celular MIN6. 
2.-Nesfatina-1 y metabolismo energético cardiaco. 
En la actualidad, se ha propuesto que la nesfatina-1 es una hormona metabólica 




coadyuvante de la insulina, ya que se ha visto que en ratas tiene un efecto 
antihiperglucémico504 y que su administración a nivel central incrementa la sensibilidad a la 
insulina,221,631 además de influenciar la excitabilidad de las neuronas sensoras de glucosa a 
nivel hipotalámico.481 La nesfatina-1 también es capaz de inducir la liberación de insulina de 
manera dependiente de la glucosa en células pancreáticas de rata y ratón,485,486 así como 
también la secreción de glucagón en células pancreáticas de ratón.487 Además, los islotes 
pancreáticos de rata secretan NUCB2/nesfatina-1 de forma dependiente de la glucosa,486 y 
los niveles de glucosa plasmáticos se correlacionan negativamente con los niveles de 
NUCB2/nesfatina-1 en ratas,396 al igual que se observa en algunos estudios realizados en 
pacientes con diabetes tipo II.457,513  
Hasta la fecha no se ha realizado ningún estudio funcional acerca del posible efecto 
de nesfatina-1 sobre el metabolismo de la glucosa a nivel celular. En esta línea, las mejores 
aproximaciones para determinar la captación de glucosa son la realización de un ensayo de 
incorporación de glucosa marcada radiactivamente632 y la determinación de la movilización 
de los transportadores de glucosa hacia la membrana plasmática.633 
En este trabajo de tesis demostramos por primera vez que la nesfatina-1 altera la 
distribución de GLUT-4, que es el principal transportador de glucosa en el corazón,634 en 
cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo, favoreciendo su translocación desde la región 
citoplasmática perinuclear hacia la periferia celular de un modo similar a como lo hace la 
insulina (control positivo). Li y col. (2013)508 han descrito también la translocación de 
GLUT-4 en cortes de tejido adiposo y de músculo esquelético tras la inyección periférica 
de nesfatina-1 en ratones, dónde además observan un incremento de la síntesis proteica de 
GLUT-4, resultados en concordancia con los presentados en este trabajo. Además de 
demostrar la translocación de GLUT-4, estudiamos el posible papel de la nesfatina-1 sobre 
la captación de glucosa sugerida por dicha translocación, demostrando que esta hormona 
induce la captación de glucosa por parte de cardiomiocitos en cultivo, tanto de rata como 
de ratón, lo que nos indica que la nesfatina-1 podría participar directamente en la 
regulación del metabolismo de la glucosa a nivel cardiomiocitario. Apoyando estos 
resultados, González y col. (2011)486 observan un incremento en la captación de glucosa 
por el tejido adiposo en ratas tratadas con nesfatina-1, incrementando tanto su captación 
basal como la inducida por insulina. Es importante destacar que las dosis de nesfatina-1 
utilizadas en nuestros experimentos (que son similares a las utilizadas en las demás 
publicaciones donde se describen los efectos intraceluares de nesfatina-1 in vitro399,403,430,487) 
son mayores que las concentraciones circulantes observadas en humanos y murinos, 
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sugiriendo que la producción local de nesfatina-1 in vivo podría ser fundamental para los 
efectos periféricos de esta hormona.  
En cuanto a las posibles rutas de señalización intracelulares desencadenadas por 
nesfatina-1 en cardiomiocitos en cultivo, hemos demostrado que esta hormona induce de 
manera dosis/tiempo-dependiente un incremento en la fosforilación de AKT y ERK1/2, 
dos kinasas implicadas en la inducción de la translocación de GLUT-4 y en la captación de 
glucosa en músculo esquelético y en cardimiocitos.616,617 Estos resultados respaldan los 
estudios de Yang y col. (2012)631, de Li y col. (2013)508 y de Angelone y col. (2013)402 que 
describen que nesfatina-1 induce la activación de AKT en núcleos hipotalámicos 
responsables de la homeostasis de la glucosa en rata631 y en células del músculo esquelético, 
tejido adiposo e hígado en ratón,508 así como la activación de ERK1/2 en corazones de rata 
perfundidos.402 Además, comprobamos que nesfatina-1 promueve la fosforilación del 
sustrato de AKT de 160 kDa (AS160), una proteína integrante de la ruta de señalización de 
la insulina que está implicada en la translocación de GLUT-4 (Fig. 5).633,635  
Cabe resaltar que este es el primer trabajo publicado acerca del papel de nesfatina-1 
sobre la fosforilación de AS160, la translocación de GLUT-4 y la captación de glucosa in 
vitro, de manera que estos datos podrían contribuír a esclarecer el papel fisiológico o 
fisiopatológico de nesfatina-1 sobre el metabolismo glucídico sugerido por otros autores.636  
En cuanto a los ácidos grasos, principal sustrato energético del corazón en 
condiciones fisiológicas normales,56 no se conoce ningún trabajo que haya estudiado la 
posible función de nesfatina-1 sobre su captación y metabolismo a nivel cardiaco. En esta 
línea, nuestro grupo ya había demostrado previamente que otras adipokinas, en concreto la 
adiponectina, son capaces de inducir tanto la captación de glucosa como de ácidos grasos 
por cardiomiocitos en cultivo,261 resultados que fueron corroborados por otros 
investigadores,637 al igual que ocurre con el tratamiento con leptina.638 Solo Dong y col. 
(2013) han observado el incremento del metabolismo de los ácidos grasos en músculo 
esquelético mediante la fosforilación de AMPK y ACC tras la administración de nesfatina-1 
en ratones con diabetes inducida por la dieta y dosis bajas de estreptozotozina (antibiótico 
inductor de diabetes debido a su acción sobre el desarrollo de necrosis en las células 
β−pancreáticas).639 Nuestros resultados muestran por primera vez que nesfatina-1 es capaz 
de inducir la captación de ácidos grasos en cardiomiocitos de rata en cultivo pero, sin 
embargo, no hemos podido demostrar que esta hormona induzca la activación ni de 




Quedaría pendiente tras este trabajo determinar qué ocurre con la glucosa y los 
ácidos grasos captados por los cardiomiocitos, para estudiar si son metabolizados 
adecuadamente o si, por el contrario, podrían estar induciendo toxicidad al ser acumulados 
o mal metabolizados. Aunque los ácidos grasos son necesarios para el correcto aporte de 
ATP requerido por el corazón, el incremento de los niveles lipídicos cardiacos se ha 
asociado con distintas condiciones fisiopatológicas, como la resistencia a la insulina a nivel 
cardiaco o la cardiomiopatía diabética.640–642 Cuando el flujo de entrada de ácidos grasos 
excede la capacidad de oxidación de la mitocondria, los ácidos grasos se acumulan en 
forma de triacilgliceroles, y se ha visto que este acúmulo se correlaciona con la generación 
de intermediarios biológicamente activos con efectos lipotóxicos, como el diacilglicerol, 
dando lugar a la aparición de resistencia a la insulina y a la inducción de apoptosis.643–645 Por 
ejemplo, se ha visto que la captación de ácidos grasos inducida por la leptina en la línea 
celular HL-1 induce una oxidación de los mismos a tiempos cortos de tratamiento, 
mientras que a tiempos largos (24 horas) se produce un desacoplamiento entre la captación 
y la oxidación de los mismos.638 Asimismo, un exceso de la captación de glucosa podría dar 
lugar a un incremento de lactato, que se asocia también con el detrimento de la función 
cardiaca, habiéndose observado mayores niveles de lactato en situaciones de isquemia o 
diabetes, ambas asociadas con el desarrollo de insuficiencia cardiaca.646 
3.-Regulación de la producción de nesfatina-1 en tejido cardiaco de rata. 
Dieta. 
En roedores, la síntesis de NUCB2/nesfatina-1 parece responder a la dieta y al 
estado nutricional tanto a nivel central, concretamente en neuronas del núcleo 
paraventricular hipotalámico,363,435 como en tejidos periféricos como el estómago501 o el 
tejido adiposo,401 que son tejidos en los que nesfatina-1 podría participar en el control de la 
homeostasis energética en respuesta al estado metabólico. En este trabajo demostramos 
que la expresión de NUCB2/nesfatina-1 en tejido auricular cardiaco de rata se encuentra 
incrementada en ratas alimentadas con dieta alta en grasa, mientras que en tejido ventricular 
no se observan diferencias. Además, los niveles de NUCB2/nesfatina-1 en aurícula se 
correlacionan positivamente con los niveles de NUCB2/nesfatina-1 plasmáticos, y ambos, 
a su vez, se correlacionan también positivamente con el porcentaje de grasa corporal. En 
esta línea, Ramanjaneya y col. (2010)401 observan que las concentraciones de 
NUCB2/nesfatina-1 en plasma son mayores en ratones con obesidad inducida por la dieta 
con respecto a ratones no obesos.  
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 La obesidad supone un estrés metabólico para el corazón que, en último término, 
conduce a una situación de inflexibilidad metabólica y lipotoxicidad en la cual el 
transportador de ácidos grasos CD36 es el principal responsable del incremento crónico de 
la captación de ácidos grasos por el músculo cardiaco bajo estas circunstacias.616 Debido a 
ello, comprobamos si en las ratas alimentadas con dieta alta en grasa existían diferencias en 
los niveles de expresión de CD36 y si sus niveles de expresión se correlacionaban con los 
de NUCB2/nesfatina-1, pero no hemos podido demostrar que existan diferencias en la 
expresión cardiaca de CD36 entre las ratas alimentadas con dieta alta en grasa y las 
alimentandas con dieta normal, ni tampoco que exita alguna correlación entre los niveles de 
expresión de NUCB2/nesfatina-1 y CD36. En esta línea, distintos trabajos han descrito la 
mayor expresión de CD36 en cortes de tejido cardiaco en ratas y ratones alimentados con 
dieta alta en grasa mediante inmunohistoquímica,647,648 por lo que las diferencias entre 
dichos trabajos y nuestros resultados podrían deberse a la técnica utilizada.  
Ayuno. 
No hemos podido demostrar que existan diferencias en los niveles de expresión de 
ARNm de NUCB2 en tejido auricular de rata tras 36 horas de ayuno con respecto a las 
ratas alimentadas ad libitum. Hasta la fecha, no existe ningún estudio sobre la posible 
regulación de nesfatina-1 en tejido cardiaco debido al ayuno pero, sin embargo, sí que 
existen trabajos que han descrito en rata y ratón que el ayuno disminuye los niveles de esta 
hormona tanto en plasma como en el estómago o en el hipotálamo.363,396,398,435,501 Esto 
podría deberse a que en aquellas situaciones donde podría darse un compromiso sistémico 
en cuanto al aporte de energía, como es el ayuno, los principales tejidos implicados en la 
regulación de la ingesta y el metabolismo energético son el estómago y el cerebro. Sin 
embargo en humanos, los estudios realizados hasta el momento no han podido demostrar 
que el ayuno afecte a los niveles plasmáticos de nesfatina-1.445,457 
Obesidad. 
 La obesidad es un factor clave en el desarrollo del síndrome metabólico, que se 
describe como la asociación de la resistencia a la insulina, la hipertensión y la hiperlipemia 
en los estados de obesidad,649 y cuya prevalencia en los últimos años se está incrementando 
de forma dramática, con importantes consecuencias sobre el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares.649 Distintos trabajos se han centrado en el estudio del papel de las 




y para ello se han utilizado distintos modelos animales, siendo algunos de los más comunes 
las ratas Zucker (ratas con obesidad inducida por una mutación en el receptor de leptina), 
los ratones ob/ob (genéticamente obesos debido a una mutación en el gen de la leptina), 
los ratones db/db (genéticamete diabéticos debido a una mutación en el receptor de 
leptina) y ratones con resistencia a la leptina por obesidad inducida por dieta alta en 
grasa.652  
Hemos estudiado el posible efecto de la obesidad inducida genéticamente en ratas 
Zucker sobre la expresión cardiaca de NUCB2/nesfatina-1, observando que no existen 
diferencias estadísticamente significativas en la expresión de esta hormona entre ratas 
normopeso y obesas, así como tampoco se observa ninguna correlación con el porcentaje o 
la candidad de grasa corporal. Estos resultados nos indican que los niveles cardiacos de 
nesfatina-1 no se ven influenciados por la obesidad inducida genéticamente, al contrario de 
lo que ocurría con las ratas con dieta alta en grasa, lo que nos sugiere que la regulación de la 
expresión de nesfatina-1 en corazón depende más de la dieta que de la obesidad inducida 
por resistencia a la leptina. 
Por otro lado, observamos una correlación entre los niveles cardiacos de 
NUCB2/nesfatina-1 con la cantidad de masa magra, pero consideramos que dicha 
correlación podría deberse a la edad de los animales. De hecho, independientemente del 
fenotipo de las ratas, los niveles cardiacos de esta hormona son mayores en las ratas de 21 
semanas que en las de 6 semanas. La única publicación científica hasta el momento acerca 
de la posible relación entre niveles de nesfatina-1 y la edad es la de Li y col. (2014),653 dónde 
determinan en ratones BALB/c de 2, 6 y 24 meses de edad los niveles plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1, no observando diferencias significativas con respecto a la edad.  
Retraso en el destete. 
Cada vez hay más estudios donde se reconoce que la lactancia materna confiere 
protección a la hora de desarrollar en la etapa adulta patologías como la obesidad, las 
enfermedades cardiovasculares, la hipertensión, la diabetes o la hipercolesterolemia, que 
presentan una etiología compleja resultante de la interacción entre factores genéticos y 
factores ambientales.654–657 Como se ha comentado anteriormente (ver introducción), las 
adipokinas juegan un papel muy importante en el desarrollo de estas enfermedades y, por 
ejemplo, se ha visto que los niños alimentados con leche materna presentan mayores 
niveles plasmáticos de leptina.658,659 En este trabajo hemos demostrado que el retraso en el 
destete en ratas induce un incremento en la producción de NUCB2/nesfatina-1 en tejido 
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cardiaco auricular de rata en la etapa adulta, lo que demuestra por primera vez la regulación 
de la producción de una hormona metabólica a nivel cardiaco por parte de la prolongación 
de la lactancia materna, y sugiere que el tipo de nutrición neonatal podría llegar a tener 
efectos directos en la regulación del metabolismo cardiaco. 
4.-Regulación de los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en 
cardiomiocitos neonatales de rata por estímulos pro y antiinflamatorios. 
 Es bien reconocido que un estado crónico de inflamación de bajo grado y la 
activación del sistema inmune están asociados con la patogénesis de la resistencia a la 
insulina y la diabetes tipo II en los estados de sobrepeso y obesidad.660 Las concentraciones 
plasmáticas de mediadores inflamatorios como TNF-α o IL-6 se encuentran elevadas en 
los estados de resistencia a la insulina, de forma que los mayores niveles circulantes de 
TNF-α e IL-6 interfieren con la señalización de esta hormona, suprimiendo su efecto 
antiinflamatorio y promoviendo así la inflamación.661 A su vez, se ha visto también que la 
IL-1β induce la deficiencia de la secreción de insulina por las células β -pancreáticas.660 Así, 
la obesidad y el síndrome metabólico se asocian con niveles circulantes alterados de 
citokinas y corticosteroides, los cuales, además, podrían participar en la regulación de la 
producción de adipokinas.401 Por ejemplo, TNF-α estimula la secreción de leptina e inhibe 
la secreción de adiponectina en los adipocitos.662,663  
 En cuanto a la secreción de nesfatina-1 por estímulos pro y antiinflamatorios, 
Ramanjaneya y col. (2010)401 observaron en adipocitos 3T3-L1 y en explantes de tejido 
adiposo de rata que el tratamiento con TNF-α, IL-6, y dexametasona induce la 
expresión/secreción de NUCB2/nesfatina-1. En este trabajo hemos corroborado la 
modulación de los niveles de expresión génica de NUCB2/nesfatina-1 por moduladores de 
procesos inflamatorios, esta vez a nivel cardiaco, observando que tanto la IL-6 como la IL-
1β no tienen efectos sobre la expresión de ARNm de NUCB2/nesfatina-1, mientras que el 
TNF- α y la dexametasona inducen un incremento significativo de la expresión de esta 
hormona.  
5.-Regulación de los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en 
cardiomiocitos neonatales de rata por la insulina. 
 Desde el descubrimiento de la nesfatina-1 como una nueva molécula anorexigénica 
en 2006,363 distintos autores se han centrado en el estudio de su papel sobre el metabolismo 




en los últimos años se ha descrito a la nesfatina-1 como una hormona coadyuvante de la 
insulina, presentando efectos hipoglucemiantes y potenciadores de la liberación de la 
insulina por el páncreas.454,485,487,636,664 Nuestros datos muestran que la insulina disminuye la 
expresión de ARNm de NUCB2/nesfatina-1 en cardiomiocitos neonatales de rata, un 
efecto contrario a otros estudios realizados in vitro donde observan que tanto la insulina 
como niveles altos de glucosa estimulan la producción/secreción de NUCB2/nesfatina-1 
por células MIN6 y por explantes de tejido adiposo respectivamente.401,454  
6.-Análisis mediante microarray de genoma completo de los efectos de 
nesfatina-1 sobre el perfil de expresión génica en cardiomiocitos neonatales de 
rata en cultivo. 
Hasta la fecha, los principales estudios realizados in vitro sobre el mecanismo de 
acción a nivel celular de nesfatina-1 se han centrado en sus efectos sobre la señalización del 
calcio intracelular como segundo mensajero,477,485,542 en el metabolismo energético y en la 
liberación y mejora de la sensibilidad a la insulina,401,403,485–487,508 en su función como posible 
molécula inflamatoria453 o en su efecto sobre la viabilidad celular.572 Sin embargo, no existe 
ningún estudio acerca del efecto de nesfatina-1 de forma general sobre el perfil de 
expresión génica.  
Aunque actualmente seguimos trabajando en el análisis del microarray para 
identificar nuevos genes candidatos para su posterior validación y estudio, nuestros 
resultados preliminares muestran que la nesfatina-1 afecta principalmente a la expresión de 
genes implicados en el metabolismo y el desarrollo a nivel cardiaco, así como en la 
regulación del estrés y el comportamiento, todas funciones ampliamente conocidas de esta 
hormona.420,503,555,558,665–667 Entre las rutas modificadas de forma significativa por el 
tratamiento con nesfatina-1 aparece la ruta de señalización de ErbB4 como una de las más 
alteradas. ErbB4 es uno de los receptores con actividad tirosín kinasa de la neuregulina-1β, 
junto con ErbB2 y ErbB3, de forma que la unión de la neuregulina-1β a sus receptores 
induce su dimerización tanto en forma de homodímeros como de heterodímeros, 
desencadenando la consecuente cascada de señalización intracelular.668,669 La señalización de 
la neuregulina-1β/ErbB es necesaria en el desarrollo y en el mantenimiento de la fisiología 
normal del sistema cardiovascular en la etapa adulta en rata,668,669 estando implicada en la 
regulación del tono vascular y la presión sanguínea, la angiogénesis, la adaptación a la 
hipertrofia, la captación de glucosa por el músculo esquelético o el mantenimiento y 
supervivencia de los cardiomiocitos.669 En concreto, la señalización mediante el receptor 
ErbB4 interviene en la regeneración miocárdica dando lugar a una mejora de la 
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insuficiencia cardiaca668,670,671 y protegiendo frente al daño inducido por 
isquemia/reperfusión a través de la activación de AKT.672 
Hasta el momento no se conoce un receptor específico para nesfatina-1, aunque a 
nivel hipotalámico se ha sugerido que la nesfatina-1 actúa a través de un receptor acoplado 
a proteínas G en rata, identificado mediante ensayos de inhibición y testando la capacidad 
de nesfatina-1 sobre la excitabilidad neuronal,430 resultado posteriormente corroborado en 
la línea de células neuronales de ratón NB41A3 y ampliado mediante ensayos de unión de 
nesfatina-1 marcada con I125 a la superficie celular.473 Por otro lado, se ha sugerido al 
receptor de oxitocina como un posible receptor funcional de nesfatina-1, ya que su 
inhibición revierte el efecto anorexigénico e hipertensivo de nesfatina-1 a nivel cerebral.418 
En este trabajo estudiamos el papel de ErbB4 como posible mediador de la 
señalización de la nesfatina-1 en cardiomiocitos neonatales de rata. Mediante la inhibición 
de dicho receptor con AG1478 determinamos el efecto sobre la fosforilación de ERK1/2 
observada previamente tras el tratamiento con nesfatina-1, demostrando que a pesar de la 
inhibición del receptor ErbB4, la nesfatina-1 sigue siendo capaz de desencadenar su 
cascada de señalización intracelular induciendo la fosforilación de ERK1/2, lo que nos 
sugiere que o bien ErbB4 no es un receptor específico para nesfatina-1 en cardiomiocitos, 
o bien que en caso de serlo, podría darse la coexistencia de otro tipo de receptor a través 
del cual nesfatina-1 transmita su señal intracelular en este caso. 
Estudiamos también el efecto de nesfatina-1 sobre la expresión génica de APOP1, 
uno de los genes con mayores cambios en su expresión tras el tratamiento de 
cardiomiocitos neonatales de rata con esta hormona. APOP1 es un gen proapoptótico que 
interviene en la ruta intrínseca de la apoptosis, donde induce la liberación del citocromo C 
desde el espacio intermembrana mitocondrial al citoplasma mediante la apertura del poro 
de transición de permeabilidad (PTP).673 En este trabajo demostramos que la nesfatina-1 
induce una disminución de la expresión génica de APOP1 a tiempos cortos, mientras que, 
por el contrario, a tiempos largos estimula su expresión. Debido a la escasa bibliografía 
existente acerca de la función de APOP1 y a los escasos datos publicados acerca de la 
posible regulación de la viabilidad celular por parte de nesfatina-1, decidimos estudiar el 
efecto de esta hormona sobre la apoptosis y la viabilidad celular en cardiomiocitos.  
7.-Efecto de nesfatina-1 sobre la viabilidad celular cardiomiocitaria. 
En cuanto al efecto de nesfatina-1 sobre la viabilidad celular, el único trabajo 
conocido hasta la fecha es el de Xu y col. (2013),572 donde describen un efecto 




celular de carcinoma epitelial ovárico humano HO-8910. Sin embargo, por el contrario, 
Özsavcí y col. (2011)570 y Tang y col. (2012)571 describen un efecto antiapoptótico de 
nesfatina-1 en tejido cerebral tras la inducción de un traumatismo. 
En cardiomiocitos murinos en cultivo, observamos por primera vez que la 
nesfatina-1 induce apoptosis y reducción de la actividad mitocondrial tras 12-24 horas de 
tratamiento. Nuestros resultados apoyan el trabajo de Xu y col. (2013),572 ya que 
observamos una inducción de la apoptosis a las mismas dosis de nesfatina-1, e incluso en 
un período menor de tiempo de tratamiento. 
Aunque queda por determinar en este trabajo la ruta mediante la cual la nesfatina-1 
induce apoptosis en los cardiomiocitos, los resultados que ya hemos comentado sobre la 
inducción de la expresión génica de APOP1 a tiempos largos apoya el posible papel de la 
nesfatina-1 como una molécula proapoptótica a tiempos largos de tratamiento. Además, no 
podemos descartar la posible existencia de una relación entre el incremento de la captación 
de glucosa y ácidos grasos inducida por nesfatina-1 y la disminución de la viabilidad celular, 
estudios todavía en desarrollo. De momento podemos solamente especular que podría 
deberse a una posible cardiotoxicidad debida al desacoplamiento entre la captación y la 
oxidación de glucosa y de ácidos grasos, un fenómedo descrito ampliamente en 
cardiomiocitos638,674 y que se ha demostrado anteriormente que se induce en este tipo 
celular por otra hormona metabólica como la leptina638  
8.-Estudios de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en tejido cardiaco 
humano. 
 Hasta la fecha, solo se han publicado dos trabajos donde se estudia la regulación de 
la expresión de NUCB2/nesfatina-1 en células o tejidos humanos. Yamada y col. (2010)364 
encontraron que la troglitazona (medicamento antidiabético y antiinflamatorio) estabiliza 
en ARNm de NUCB2 mediante la activación de ERK1/2 en una línea celular humana de 
meduloblastoma, y Riva y col. (2011)487 observaron que la deficiencia de NUCB2 en los 
islotes pancreáticos de pacientes con diabetes tipo II se puede remediar mediante su cultivo 
en condiciones glucolipotóxicas.  
 En este trabajo estudiamos la regulación de la expresión génica de 
NUCB2/nesfatina-1 en tejido auricular y ventricular cardiaco de pacientes con enfermedad 
cardiovascular establecida. 
Relación entre los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 y el género. 
 En tejido cardiaco auricular humano, observamos que existen mayores niveles de 
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expresión de NUCB2/nesfatina-1 en mujeres con respecto a los varones, lo que nos indica 
una dependencia del sexo sobre los niveles de expresión cardiacos de esta hormona. Estos 
son los primeros resultados en la bibliografía acerca de una relación entre niveles tisulares 
cardiacos de nesfatina-1 y género en humanos626. Hasta el momento, el único trabajo 
publicado que describe una relación entre expresión de nesfatina-1 a nivel tisular y el sexo 
es el de Xu y col. (2009),449 donde demuestran en ratas hembra un incremento del 40-50% 
de la expresión de NUCB2/nesfatina-1 en el núcleo hipotalámico Edinger-Westphal con 
respecto a los machos. 
Se sabe desde hace tiempo que las mujeres presentan una cierta protección frente al 
desarrollo de ECVs con respecto a los varones.675,676 En este sentido, en este trabajo hemos 
observado que las mujeres que no presentan lesión coronaria tienen mayores niveles de 
expresión cardiaca de NUCB2/nesfatina-1 con respecto a las que presentan esta patología, 
sin observar, sin embargo, ninguna diferencia entre ambos grupos en los varones. 
Relación entre los niveles cardiacos de NUCB2/nesfatina-1 e hipertensión arterial. 
Se ha demostrado la existencia de una regulación de los niveles plasmáticos de 
algunas hormonas metabólicas con conocidos efectos pro677–679 y antihipertensivos680 
(leptina y adiponectina respectivamente) tras el tratamiento con IECAs en pacientes con 
hipertensión: los niveles plasmáticos de leptina se ven reducidos,680 al contrario de lo que 
ocurre con la adiponectina, cuyos niveles circulantes se incrementan tras el tratamiento con 
IECAs.680  
En la bibliografía existen numerosos estudios que describen la función 
prohipertensiva de nesfatina-1 en animales de experimentación, en los que se ha visto que 
su administración incrementa la tensión arterial en rata y ratón.476,598,681 Se ha descrito 
asimismo la existencia de una correlación positiva entre los niveles plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1 y la tensión arterial en humanos.682 En concordancia con dichos 
estudios, en este trabajo hemos observado que los varones a tratamiento con inhibidores de 
la enzima convertidora de angiotensina (IECAs) (aquellos con hipertensión o con 
insuficiencia cadiaca), presentan menores niveles de expresión génica de 
NUCB2/nesfatina-1 en tejido auricular con respecto a los no tratados.  
Relación entre los niveles cardiacos de NUCB2/nesfatina-1, la diabetes y el gap de 
glicación. 




fisiopatología de la diabetes tipo II en humanos, ya que los distintos trabajos realizados en 
este campo, basados en el estudio de los niveles plasmáticos de nesfatina-1 en pacientes 
con diabetes, muestran resultados contradictorios: por un lado, Li y col. (2010)457 y Deniz y 
col. (2012)510 describen menores niveles plasmáticos de NUCB2/nesfatina-1 en pacientes 
con diabetes tipo II y mujeres con diabetes gestacional respectivamente, mientras que por 
otro lado Zhang y col. (2012)513 observan mayores niveles plasmáticos de esta hormona en 
pacientes con diabetes tipo II. 
 Diabetes. 
Debido al efecto de nesfatina-1 sobre la captación de glucosa en cardiomiocitos626 y 
a su reconocido papel en la regulación de la glucemia,221,481,485–487,504,631 decidimos estudiar los 
niveles de expresión tisulares a nivel cardiaco en aurícula de pacientes a tratamiento con 
antidiabéticos orales (metformina), y observamos que los varones que toman este 
medicamento presentan mayores niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 con respecto 
a los que no lo toman, sin observar ninguna diferencia en el grupo de las mujeres. Además, 
no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los niveles cardiacos de 
NUCB2/nesfatina-1 en pacientes con diabetes tipo II respecto a pacientes no diabéticos. 
Sin embargo, al analizar el conjunto de los varones diabéticos (tipo I y tipo II) se observa 
que en aquellos diabéticos existen mayores niveles de expresión cardiaca de 
NUCB2/nesfatina-1 respecto a los no diabéticos. 
La metformina es el principal antidiabético oral utilizado para el tratamiento de la 
diabetes tipo II (también se utiliza en pacientes con diabetes tipo I), y además tiene 
numerosos efectos cardioprotectores.196,683,684 Aunque no se conoce con exactitud su modo 
de acción a nivel intracelular, se sabe que la metformina mejora el control de la glucemia 
suprimiendo la producción de glucosa hepática e incrementando la captación de glucosa 
por tejidos periféricos de manera dependiente de la señalización de AMPK y de la 
movilización del transportador de glucosa GLUT-4, aunque en los últimos años se sugieren 
también nuevas vías de señalización independientes de AMPK que todavía necesitan ser 
estudiadas.685 Todos estos efectos de la metformina sobre el control glucémico hacen 
plausible el efecto que hemos observado sobre los niveles de expresión de 
NUCB2/nesfatina-1 a nivel cardiaco. Distintos grupos de investigación han demostrado, 
como hemos hecho nosotros con nesfatina-1 a nivel cardiaco en este trabajo, que la 
metformina es capaz de modificar los niveles plasmáticos de determinadas hormonas, 
como la leptina, la adipolina, la omentina, la vaspina o la adiponectina en humanos,686–688 
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observando además diferencias con respecto al sexo en los niveles de vaspina y 
adiponectina.688  
Por otro lado, como hemos comentado anteriormente, Yamada y col. (2010)364 
observan que otro medicamento antidiabético como la troglitazona estabiliza en ARNm de 
NUCB2 mediante la activación de ERK1/2 en una línea celular humana de 
meduloblastoma, trabajo que apoya nuestros resultados. 
 Gap de glicación. 
El gap de glicación se utiliza como un índice para estimar la glucemia mediante el 
cálculo de la diferencia entre la HbA1c medida en sangre y la predicha mediante una recta 
de regresión que utiliza los valores de fructosamina plasmáticos.218 Los pacientes con un 
gap de glicación <-1 se consideran bajos glicadores, entre -1 y 1 glicadores medios, y >+1 
altos glicadores,218,219 de modo que el gap de glicación ha sido propuesto como un indicador 
del riesgo de padecer complicaciones derivadas de la diabetes (a mayor gap de glicación 
mayor riesgo),218–220 e incluso como un predictor de la mortalidad debido a complicaciones 
vasculares en pacientes diabéticos.219  
Hasta el momento, los únicos estudios realizados acerca de la relación entre los 
niveles de nesfatina-1 y la HbA1c son el de Zhang y col. (2012),
513 que muestra que en 
pacientes con diabetes tipo II de reciente diagnóstico y en pacientes con intolerancia a la 
glucosa existe una correlación positiva de los niveles plasmáticos de nesfatina-1 con la 
glucosa y con la HbA1c, y el de Lui y col. (2014),
522 donde se observa una correlación 
negativa entre los niveles plasmáticos de nesfatina-1 y de HbA1c en un grupo 80 pacientes 
formados por 30 pacientes con diabetes tipo II, 25 con resistencia de la tolerancia a la 
glucosa, y 25 controles. 
En este trabajo hemos visto que los niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en 
tejido auricular cardiaco en los pacientes considerados como bajos glicadores (aquellos con 
menor riesgo de padecer complicaciones cardiovasculares derivadas de la diabetes) se 
correlacionan negativamente con la glucosa plasmática, pasando a correlacionarse 
positivamente en los glicadores medios y perdiéndose la correlación en los altos glicadores, 
pero, además, en los altos glicadores observamos una correlación negativa entre los niveles 
de NUCB2 cardiacos y el gap de glicación. De este modo, las correlaciones que se 
establecen entre niveles cardiacos de nesfatina-1 y niveles de glucosa plasmáticos en 
pacientes con enfermedad cardiovascular varían en función del grupo de riesgo que se les 




como un sistema para estratificar el riesgo de complicaciones en pacientes con enfermedad 
cardiovascular al separar a los pacientes en función del riesgo cardiovascular derivado de la 
diabetes, observando diferencias entre la correlación de los niveles cardiacos de nesfatina-1 
y la glucemia. En esta línea, nuestros datos parecen estar en concordancia con el trabajo de 
Zhang y col. (2012)513 donde describen que en pacientes con diabetes tipo II de reciente 
diagnóstico y en pacientes con intolerancia a la glucosa existe una correlación positiva de 
los niveles plasmáticos de nesfatina-1 con la glucosa y con la HbA1c.
513 
Relación entre los niveles de NUCB2/nesfatina-1 en ventrículo izquierdo de pacientes en 
la fase final de la insuficiencia cardiaca. 
La insuficiencia cardíaca es un síndrome incapacitante y frecuente que genera una 
gran morbimortalidad y que suele ser secundaria a la enfermedad coronaria, a la presencia 
de cardiomiopatías o a la hipertensión arterial.689,690 Se define como la incapacidad del 
corazón para suplir las demandas de oxígeno y nutrientes de los tejidos, lo que resulta en 
fatiga y disnea, afectando a la calidad de vida y las actividades de la vida diaria de estos 
pacientes.689,691,692 Aunque durante los últimos 50 años la supervivencia después del 
diagnóstico de la insuficiencia cardíaca ha mejorado ligeramente en ambos sexos, en la 
actualidad las pautas óptimas de tratamiento consiguen solo retardarla, pero no detener la 
progresión de la enfermedad, de manera que el 40% de las muertes se debe a la progresión 
de la enfermedad a fase terminal, otro 40% a muerte súbita y el 20% restante se debe a 
otras causas.693 
En este trabajo hemos demostrado que los pacientes con insuficiencia cardiaca 
terminal con cardiomiopatía isquémica presentan mayores niveles de expresión de ARNm 
de NUCB2/nesfatina-1 en el ventrículo izquierdo con respecto a los pacientes control. 
Angelone y col. (2013)402 han demostrado que la nesfatina-1 protege frente al daño 
inducido por isquemia/reperfusión en corazones de rata perfundidos. La isquemia se 
origina debido al déficit de aporte sanguíneo al corazón por la obstrucción de una arteria, 
dando lugar un déficit de aporte de oxígeno y de energía al corazón.694 En los procesos de 
isquemia la glucosa pasa a ser el sustrato preferente para el corazón.695 De este modo, los 
mayores niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 en los pacientes isquémicos podrían 
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9.-Niveles de Nesfatina-1 en plasma de pacientes con insuficiencia 
cardiaca que presentan reducción de la tolerancia al ejercicio. 
La reducción de la tolerancia al ejercicio es uno de los primeros síntomas de la 
insuficiencia cardiaca, y habitualmente es el principal motivo por el cual los pacientes 
acuden al médico, de modo que la reducción de la tolerancia al ejercicio está estrechamente 
relacionada con el diagnóstico de la enfermedad.692 La capacidad de realizar ejercicio 
depende de la capacidad del corazón para aumentar la salida de sangre hacia los músculos y 
de la eficacia de los músculos para utilizar el oxígeno de la sangre, por lo que la captación 
máxima de oxígeno depende del gasto cardiaco y de la diferencia arterio-venosa de 
oxígeno.692 En los pacientes con insuficiencia cardiaca el gasto cardiaco no se incrementa 
con el ejercicio de forma adecuada debido a que la fracción de eyección y la frecuencia 
cardiaca son menores de lo requerido para soportar el ejercicio.692 Además, en la 
insuficiencia cardiaca el corazón desarrolla una dependencia de la glucosa como sustrato 
energético preferente, lo que requiere que el transporte de la glucosa y su oxidación estén 
estrechamente regulados para suplir al corazón de un aporte adecuado de ATP.56,696 Debido 
a ello, se han propuesto como posibles tratamientos para la insuficiencia cardiaca agentes 
potenciadores de la sensibilidad a la insulina y la captación de glucosa.697 En esta línea, 
adipokinas como la adiponectina, la leptina o la resistina se han mostrado determinantes en 
la regulación de la resistencia a la insulina:651,698,699 pacientes con cardiomiopatía dilatada con 
menores niveles plasmáticos de leptina y resistina presentan una mejoría de los parámetros 
hemodinámicos cardiacos,699 mientras que aquellos con menores niveles plasmáticos de 
adiponectina, implicada en la mejoría de la resistencia a la insulina,192 tienen peor perfusión 
miocárdica y menores niveles de HDL plasmáticos.700 
 En este trabajo hemos demostrado por primera vez la existencia de una 
asociación entre los niveles plasmáticos de nesfatina-1 y la presencia de síntomas clínicos 
graves de insuficiencia cardíaca, como es la resistencia a la tolerancia al ejercicio, 
observando mayores niveles de NUCB2/nesfatina-1 de forma independiente al sexo, la 
edad u otras patologías. Todos los pacientes del estudio que mostraban reducción de la 
tolerancia al ejercicio padecían cardiomiopatía dilatada, de forma que los niveles de 
nesfatina-1 en los pacientes con cardiomiopatía dilatada son mayores en aquellos que 
presentan reducción de la tolerancia al ejercicio, posiblemente debido a un empeoramiento 
de la enfermedad. La cardiomiopatía dilatada es uno de los principales factores 
desencadenantes de insuficiencia cardiaca y muerte súbita, suponiendo la causa central de 




por una dilatación de los ventrículos, principalmente del ventrículo izquierdo, que origina 
disfunción sistólica y la aparición de insuficiencia cardiaca.702 Existen distintas condiciones 
que conducen a la aparición de cardiomiopatía dilatada, entre las que se incluyen factores 
genéticos, enfermedades infecciosas y enfermedades inflamatorias, sin embargo, la etiología 
de la cardiomiopatía dilatada no se conoce con exactitud, y en muchos de casos no existe 
una causa clara.702 En los últimos años se ha puesto en evidencia que la cardiomiopatía 
dilatada, concretamente en un estado avanzado, se acompaña de la aparición de resistencia 
a la insulina, causando importantes consecuencias en el corazón con insuficiencia 
cardiaca.696 La resistencia a la insulina limita tanto la captación de glucosa como su 
oxidación en los cardiomiocitos, limitando así la formación del ATP necesario para suplir 
las necesidades del corazón, a pesar de la mayor secreción de insulina como un modo 
compensatorio.696 Así, los mayores niveles de expresión de NUCB2/nesfatina-1 
plasmáticos en estos pacientes podrían sugerir un posible mecanismo de sobreproducción 
de nesfatina-1 para intentar suplir las demandas energéticas del corazón insuficiente. 
10.-Nesfatina-1 como un posible biomarcador de enfermedades 
cardiovasculares. 
Los biomarcadores son moléculas que se encuentran en la circulación u otro fluido 
corporal y/o tejidos y órganos en cantidades cuantificables y cuyos niveles varían en 
condiciones patológicas y en respuesta a intervenciones farmacológicas703.  
Aunque la mayoría de los trabajos publicados hasta la fecha con nesfatina-1 han 
sido realizados en animales, se ha propuesto a esta hormona como un posible futuro 
biomarcador diagnóstico de determinadas patologías (esta posibilidad deberá de ser 
confirmada con más estudios experimentales): la nesfatina-1 es capaz de distinguir entre 
individuos sanos e individuos con hígado graso no alcohólico,516 depresión,558 epilepsia,459,560 
apnea obstructiva del sueño,704 endometriosis,705 síndrome de ovarios poliquísticos706 o 
preeclampsia,707 y sus niveles salivares y plasmáticos se modifican tras el tratamiento con 
antiepilépticos.  
En este trabajo hemos observado que los niveles cardiacos y plasmáticos de 
NUCB2/nesfatina-1 son capaces de discriminar entre algunos tipos de patologías 
cardiovasculares, y se regulan en respuesta a determinados tratamientos médicos. De este 
modo, nuestros datos apoyan la propuesta sugerida por diversos autores de que podría 
llegar a plantearse el uso de NUCB2/nesfatina-1 como un posible biomarcador de 
determinadas patologías459,559,708, entre ellas las enfermedades cardiovasculares, aunque 
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1.-Los cardiomiocitos en cultivo de origen humano y murino son capaces de 
sintetizar y secretar nesfatina-1. 
 
2.-La nesfatina-1 induce la captación de ácidos grasos y glucosa por parte de 
cardiomiocitos en cultivo. 
 
3.-La nesfatina-1 estimula la fosforilación de ERK1/2 y AKT en cardiomiocitos 
murinos en cultivo. 
 
4.-Los niveles de expresión génica cardiomiocitarios de nesfatina-1 se ven 
influenciados tanto por moduladores inflamatorios como por la insulina. 
 
5.-Los niveles de expresión génica y/o proteica de nesfatina-1 en tejido cardiaco de 
rata se ven modificados por la dieta, la duración del período de lactancia materna y la edad. 
 
6.-La nesfatina-1 regula la viabilidad de cardiomiocitos murinos en cultivo. 
 
7.-Los niveles de expresión génica de nesfatina-1 en tejido cardiaco auricular 
humano se ven modificados por la presencia de enfermedad coronaria. Además, existen 
diferencias en los niveles de expresión de nesfatina-1 en tejido cardiaco auricular humano 
de pacientes con enfermedad cardiovascular en función del género. 
 
8.-Los niveles de expresión génica de nesfatina-1 en tejido cardiaco auricular 
humano de pacientes con enfermedad cardiovascular establecida se modulan por el 
tratamiento con antidiabéticos orales y antihipertensivos. 
 
9.-Los niveles de expresión génica de nesfatina-1 en tejido cardiaco ventricular 
humano en pacientes en la fase final de la insuficiencia cardiaca son mayores en aquellos 
pacientes con insuficiencia cardiaca de etiología isquémica. 
 
10.-Los niveles plasmáticos de nesfatina-1 están incrementados en pacientes con 
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NESFATIN-1 IN HUMAN AND MURINE
CARDIOMYOCYTES: SYNTHESIS, SECRETION, AND
MOBILIZATION OF GLUT-4
Sandra Feijóo-Bandín,1, Diego Rodríguez-Penas,1, Vanessa García-Rúa,1,
Ana Mosquera-Leal,1, Manuel Francisco Otero,1, Eva Pereira,1, José Rubio,1,
Isabel Martínez,2, Luisa María Seoane,3, Oreste Gualillo,4, Manuel Calaza,5,
Tomás García-Caballero,6, Manuel Portolés,8, Esther Roselló-Lletí,8,
Carlos Diéguez,7, Miguel Rivera,8, José Ramón González-Juanatey JR,1,
Francisca Lago.1¶
Cellular and Molecular Cardiology Research Unit and Department of Cardiology1, Biostatistical Research
Unit2, Endocrine Pathophysiology Research Group,3 Neuroendocrine Interactions in Rheumatic Disease
Laboratory4, Rheumatology Laboratory,5 Department of Pathology6 and Department of Physiology7 of
the Institute of Biomedical Research (IDIS) and University Clinical Hospital (CHUS-SERGAS), Santiago de
Compostela, Spain; and La Fe University Hospital,8 Valencia, Spain.
Nesfatin-1, a satiety-inducing peptide identified in hypothalamic regions that regulate energy
balance, is an integral regulator of energy homeostasis and a putative glucose-dependent insulin
coadjuvant. We investigated its production by human cardiomyocytes and its effects on glucose
uptake, in the main cardiac glucose transporter GLUT-4 and in intracellular signaling. Quantitative
RT-PCR, western blots, confocal immunofluorescence microscopy and ELISA of human and murine
cardiomyocytes and/or cardiac tissue showed that cardiomyocytes can synthesize and secrete nes-
fatin-1. Confocal microscopy of cultured cardiomyocytes following GLUT-4 labelling showed that
nesfatin-1 mobilizes this glucose transporter to cell peripherals. Rate of 2-[3H]deoxy-D-glucose
incorporation demonstrated that nesfatin-1 induces glucose uptake by HL-1 cells and cultured
cardiomyocytes. Nesfatin-1 induced dose- and time-dependent increases in the phosphorylation of
ERK1/2, AKT and AS160. In murine and human cardiac tissue, nesfatin-1 levels varied with diet and
coronary health. In conclusion, human and murine cardiomyocytes can synthesize and secrete
nesfatin-1, that is able to induce glucose uptake and the mobilization of the glucose transporter
GLUT-4 in these cells. Nesfatin-1 cardiac levels are regulated by diet and coronary health.
Nesfatin-1 is an 82-aminoacid peptide derived fromnucleobindin 2 (NUCB2) through processing by pro-
hormone convertases, the enzymes that process proinsulin
(1). First found in hypothalamic regions that regulate en-
ergy balance (1), it appears to act there (2) as an integral
regulator of energy homeostasis, circadian feeding rhythm
and related endocrine functions (3, 4). It also circulates in
the bloodstream, plasma levels depending on nutritional
state and other metabolic circumstances (5–9). It reduces
food and water intake and bodyweight gain in rodents
(10–15); increases spontaneous physical activity and
whole body fat oxidation (13); and raises body tempera-
ture (14). These multiple metabolic effects, and the re-
ported association between plasma glucose and nesfatin-1
levels in rats and type 2 diabetes patients (5, 8, 16) suggest
that it is a glucose-dependent coadjuvant of insulin (13,
17–20), while its dependence on metabolic state has sug-
gested that plasma nesfatin-1 levels may be regulated by
sustained changes in adipose tissue mass and/or inflam-
matory status (6, 21), two of the most important deter-
minants of metabolic syndrome.
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That peripheral sources of nesfatin-1 exist is suggested
by its ability to cross the blood-brain barrier and by re-
ports of NUCB2 production - dependent on nutritional
status and/or sympathetic nerve activity - by pituitary
gland, gastric endocrine cells, endocrine pancreas, liver,
subcutaneous and visceral adipose tissue, skeletal muscle,
and testis (6, 16, 22–24). However, the only reported ob-
servations of endogenous fully-processed nesfatin-1 ap-
pear to be those of Oh-I et al (1) in rat cerebroespinal fluid
and Angelone et al (25) in rat cardiac extracts.
Like many other peptides that regulate and/or are reg-
ulated by feeding and metabolism, nesfatin-1 can influ-
ence cardiovascular function. In rat studies it has induced
negative inotropism and modulated lusitropism in per-
fused hearts (25) and increased sympathetic activity, mean
arterial pressure and heart rate (26–28). To the best of our
knowledge, fully-processed nesfatin-1 peptide has been
detected in the human circulation using a sandwich-type
ELISA (7) but it has never been identified in other human
tissues. In this study we investigated its presence in human
cardiac tissue, its influence on correlated signaling pro-
teins (ERK1/2, AKT and AS160) and on GLUT-4 mobi-
lization, and the effects of diet and cardiovascular disease
on its levels in cardiomyocytes.
Materials and Methods
All reagents were from Sigma Chemical Co (MO, USA) unless
otherwise stated.
Ethics
The study protocol was approved by the Galician Clinical
Research Ethics Committee (2007/304). All acquisitions of hu-
man tissues were performed with the informed consents and in
accordance with the Declaration of Helsinki 2008 (and, when
pertinent, the European Convention of Human Rights and Bio-
medicine (ETS 164) and the UK Human Tissue Act 2004) fol-
lowing approval by local medical/health research ethics commit-
tees. All animals were maintained and euthanized following
protocols approved by the Animal Care Committee of the Uni-
versity of Santiago de Compostela (USC) in accordance with EU
Directive 2010/63.
Human tissue samples
Right atrial appendages were obtained from 268 patients un-
dergoing valve surgery or coronary artery bypass grafting (pa-
tient characteristics in Table 1). Ventricular tissue samples from
cardiac transplant patients (29) were donated by the University
Hospital La Fé, Valencia, Spain. Samples of human stomachs
(mucosa) were obtained from the Department of Digestive Pa-
thology of the University Clinical Hospital, Santiago de
Compostela.
Animals
Three/four-week-old male Sprague-Dawley rats were fed for
18 weeks with standard diet [3.85 kcal/g; 10% fat (5.6% soy-






Age (mean) 69.07 69.77
BMI (kg/m2) (mean) 28.41 29.1
Normal weight (18,5–24,9 kg/m2) (n) 29 (16.3%) 17 (18.8%)
Overweight (25–29,9 kg/m2) (n) 95 (53.3%) 34 (37.7%)
Obesity (!30 kg/m2) (n) 49 (27.5%) 37 (41.1%)
HTA (n) 129 (72.4%) 67 (74.4%)
T2DM (n) 51 (28.6%) 22 (24.4%)
HLP (n) 93 (52.2%) 52 (57.7%)
Laboratory findings
Triglycerides (mg/dl)(mean) 109.6 124.76
Cholesterol (mg/dl)(mean) 167.93 189.75
Glucose (mg/dl)(mean) 114.85 114.73
Drugs
Antiplatelets (n) 64 (35.9%) 29 (32.2%)
Anticoagulants (n) 35 (19.6%) 20 (22.2%)
ACE inhibitors (n) 53 (29.7%) 22 (24.4%)
ARBs (n) 37 (20.7%) 20 (22.2%)
!-blockers (n) 54 (30.3%) 28 (31.1%)
CCBs (n) 39 (21.9%) 11 (12.2%)
Diuretics (n) 95 (53.3%) 41 (45.5%)
OADs (n) 35 (19.6%) 14 (15.5%)
Insulin (n) 13 (7.3%) 7 (7.7%)
Cardiovascular patologies
Coronary injury (n) 96 27
BMI: body mass index, HTA: arterial hypertension, T2DM: type-2 diabetes mellitus, HLP: hyperlipidemia, ACE inhibitors: angiotensin-converting-
enzyme inhibitors, ARBs: angiotensin II receptor blockers, CCBs: calcium channel blockers, OADs: oral antidiabetics.
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bean oil and 4.4% lard), 20% protein, 70% carbohydrate (35%
sucrose, 31% cornstarch and 4% maltodextrin); Research Diets,
Inc. USA] or high-fat diet [4.73 kcal/g; 45% fat (5.6% soybean
oil and 39.4% lard), 20% protein, 35% carbohydrate (17%
sucrose, 8% cornstarch and 10% maltodextrin); Research Diets,
Inc. USA] and euthanized by decapitation. Hearts were collected
and quickly frozen at –80°C. Neonatal (1- to 3-day-old)
Sprague-Dawley rats were killed by cervical dislocation and their
hearts used for establishment of primary cardiomyocyte cultures
(see below).
Cell cultures
Cardiomyocytes from human atrial appendages and neonatal
rat hearts and adult mouse atrial HL-1 cardiomyocytes (a gift of
Dr. W.C. Claycomb of Louisiana State University Medical Cen-
ter, USA), were all cultured as previously described (30). Adult
human ventricular cardiomyocytes (Promocell GmbH; Heidel-
berg, Germany) were cultured according to the supplier’s
instructions.
qPCR
Quantitative reverse-transcription real time PCR for NUCB2
was performed on RNA extracted with the RNeasy Total RNA
Extraction Kit (Quiagen, UK) using the master mix and specific
primers provided by SABioscience (rat NUCB2, 145 bp, Cat. No.
PPR49435A, reference position 1245, GenBank
NM 021663.2; rat GAPDH, 172 bp, Cat. No. PPR06557A,
reference position 363, GenBank NM 017008.3; human
NUCB2, 126 bp, Cat. No. PPH19934A, reference position 894,
GenBank NM 005013.2; human GAPDH, 175 bp, Cat. No.
PPH00150E, reference position 1287, GenBank
NM 002046.3; mouse NUCB2, 95 bp, Cat. No. PPM25549A,
reference position 1314, GenBank NM 016773.3; mouse
GADPH, 140 bp, Cat. No. PPM02946E, reference position 309,
GenBank NM 008084.2). We also performed one-step reverse-
transcription real-time PCR with Brilliant III SYBR Green QRT-
PCR Master Mix Kit (Stratagene, USA) for the following specific
primers: rat CD36, 92 bp, GCGACATGATTAATGGCACA
(forward) and CCTGCAAATGTCAGAGGAAA (reverse), Gen-
Bank NM 031561.2; rat GADPH, 224 bp, GCTCATGACCA-
CAGTCCATG (forward) and GGCATGTCAGATCCACAAC
(reverse), GenBank NM 017008.4. Results were analyzed using
MxPro v4 software (Stratagene, USA).
Western blotting
Cultured cardiomyocytes (50,000 cells/cm2) or heart tissue
were lysed and subjected to SDS-PAGE/western blotting as de-
scribed previously (31), using antibodies against nesfatin-1 res-
idues 1–28 (Phoenix Pharmaceuticals, USA), ERK1/2 and phos-
phoERK1/2 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA), AKT and
Ser473-phosphorylated AKT (Cell Signaling Technology Inc,
USA), AS160 and phosphoAS160 (Cell Signaling Technology
Inc, USA), !-actin and GAPDH (Thermo Fisher Scientific Inc,
USA), all at 1:1000 dilution unless AS160 (1:500).
Immunocytochemistry
Using a Dako Link 48 Autostainer, primary cultures of hu-
man and neonatal rat cardiomyocytes were stained with FLEX
mouse antidesmin antibodies (clone D33, Dako) and rabbit an-
tinesfatin-1 antibodies (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA),
both at 1:200, followed by EnVision FLEX/HRP Dako for de-
tection. Negative controls: normal goat serum or antinesfatin-1
antibody preadsorbed by nesfatin-1 peptide (Phoenix Pharma-
ceuticals Inc, USA).
Immunocytofluorescent labeling and confocal
microscopy
Primary cultures of neonatal rat cardiomyocytes were de-
prived of serum for 12 hours before treatment with nesfatin-1
(0.01–1 "M for 10 minutes or 1 "M for 5–30 minutes) or 100
nM insulin. Cells (10,000 per A 12 mm circular coverslip) and
tissues were processed as previously described (31) using rabbit
antibodies: anti-GLUT-4 (Abcam, UK) at 1:100 dilution, anti-
nesfatin-1 (Phoenix Pharmaceuticals, USA.) at 1:500, or anti-
prohormone convertase 1/3 (Abcam, UK) at 1:100. Quantitative
confocal microscopy was performed using a Leica DMIRE2 con-
focal microscope and software to compare GLUT-4 concentra-
tions in the cell peripherals with those in the cytoplasm and
perinuclear region, as other authors have described previously
for cardiomyocytes in culture (31–34). A total of 216 cells were
analyzed. For each coverslip, a minimum of six distinct and ran-
domly chosen visual fields were photographed and analyzed as
z-stacks using a Leica DMIRE2 confocal microscope and soft-
ware. Mean intensity of Cy3 fluorescence was taken to indicate
relative expression level of the GLUT-4 glucose transporter. To
measure intensity of fluorescence in the cytoplasm-perinuclear
region vs the cell peripherals-cytoplasmic membrane, ROIs (Re-
gions of Interest) of equal sizes were first set up manually, and
then the cytoplasm-perinuclear region and the cell peripherals-
cytoplasmic membrane ROIs for each of several cells per field
chosen randomly and measured automatically. Cells with any of
the following characteristics were excluded from analysis: atyp-
ically large or small cells; perceptibly in the G1 or later phase of
the cell cycle; not in contact with at least one neighbor; having an
outer cytoplasmic border not clearly distinguishable from those
of its neighbors. Great care was taken to localize the ROIs well
within the cell cytoplasmic-perinuclear and cell peripherals areas
(as indicated by presence or absence of TO-PRO-3 fluorescence,
respectively). To maximize the number of cells measured and the
objectivity with which ROI localization was carried out, the pro-
cess was carried out twice, by two independent observers. Thus
over 70 ratios were obtained for each experimental variable.
Glucose uptake experiments
Serum-deprived HL-1 cells or neonatal rat cardiomyocytes
(104 per P24 well) were treated for 2.5 hours with nesfatin-1
(0.1–100 nM). Treatment for 1 hour with insulin (100 nM) was
used as a positive control. Cells were washed twice in glucose-
free HEPES-buffered saline solution at pH7.4 (140 mM NaCl, 5
mM KCl, 2.5 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 20 mM HEPES) and
glucose uptake determined as described previously using [3H]
2-deoxy-D-glucose (Perkin Elmer Inc, USA) (13). Nonspecific
glucose uptake was determined in the presence of 10 "M cy-
tochalasin B, and the value obtained subtracted from all other
measurements.
Enzyme-linked immunosorbent assays
Plasma NUCB2/nesfatin-1 levels of male Sprague-Dawley
rats fed for 18 weeks with standard or high-fat diet were deter-
mined by ELISA (Phoenix Pharmaceuticals Inc, USA; minimum
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detection limit: 0.8 ng/ml; range: 0.1–1000 ng/ml; linear range:
0.8–14.1 ng/ml; intra-assay error:!10%; interassay error:
!15%). NUCB2/nesfatin-1 secretion by neonatal rat cardiomy-
ocytes was measured in the culture medium in nine 6-well plates
in which cells had been cultured for 3 days at a density of 4.5 "
105 cells/well.
Statistical analyses
All experimental data were obtained from at least three in-
dependent experiments. The comparisons between groups of
data were done with the appropriate test depending on the nor-
mality of the data. We used t test with gaussian data and Mann-
Whitney U, Kruskal-Wallis and Wilcoxon signed rank tests with
nongaussian data. All the correlation coefficients were measured
as Spearman r. All the analysis were done with IBM SPSS 15.0
(USA) or Prism 5 GraphPad (USA) softwares.
Results
NUCB2 gene expression in human and murine
cardiomyocytes
qPCR showed NUCB2 mRNA in human cardiac tissue
and cardiomyocyte cultures (with highest levels, similar to
those in stomach, in atrial tissue; Figure 1, Panel A.1); in
rat cardiac tissues and cardiomyocyte cultures (with
higher levels in atrial than in ventricular cells; Panel B1);
and in mouse cardiac tissue and adult mouse atrial cell line
HL-1 (Panel C.1). That reverse transcription had pro-
ceeded properly was confirmed in each case by amplifica-
tion of GAPDH, that was used to normalize all the data .
Synthesis of nesfatin-1 by human and murine
cardiomyocytes
Western blots with antinesfatin-1 antibodies showed a
9.5 kDa band coinciding with the main band of commer-
cial nesfatin-1 peptide in human, rat and mouse cardiac
tissue and/or cardiomyocytes (Figure 1, Panels A.2, B.2
and C.2). In rat (Figure 2. Panels A.1 and C d and e) and
human (Figure 2. Panels B a-c and C a-c) cardiomyocytes
from primary cultures, the perinuclear cytoplasm was in-
tensely immunoreactive with antinesfatin-1 antibody
(Panel A.1 b). The possibility that some reactive cells were
fibroblasts was ruled out by their immunoreactivity with
antibodies against the MHC (data not shown) and/or
desmin (Panel C c), and by the use of a cytostatic agent in
the culture medium to prevent fibroblast proliferation.
Similarly, the cytoplasm of virtually all muscle fibers in
sections of human atrial tissue was immunoreactive with
antinesfatin-1 antibody (Panel B d-f) and with antipro-
hormone convertase 1/3 antibody (Panel B g-i). Control
stains (normal goat serum or antinesfatin-1 antibody pre-
adsorbed by nesfatin-1 peptide) stained neither cultured




























































































Figure 1. Results of qPCR (Panels A.1, B.1 and C.1) and western blots (Panels A.2, B.2 and C.2) comparing the levels of NUCB2 mRNA and
nesfatin-1 peptide (9.5 kDa band; the band at #50 kDa corresponds to full-length NUCB2 protein), respectively, in human (Panel A), rat (Panel B)
and mouse (Panel C) cardiac tissues (ventricle and atrium for humans and rats, whole heart for mouse), cultured cardiomyocytes (adult human
ventricular cardiomyocytes, neonatal rat cardiomyocytes and adult mouse HL-1 cells) and stomach (mucosa) tissue. Synthetic nesfatin-1 peptide
was run for comparison in western blots. Bar graphs show means$SEMs.
















Figure 2. Nesfatin-1 in human and rat cardiomyocytes and myocardium (scale bars: 10 !m in Panel A.1.b, 50 !m elsewhere): Panel A. Confocal
photomicrographs of primary neonatal rat cardiomyocyte cultures. A.1: a) perinuclear immunofluorescent nesfatin-1; b) detail of (a); c) TO-PRO 3
nuclear marker; d) (a) and (b) merged. A.2: a) perinuclear immunofluorescent nesfatin-1; b) no staining by antinesfatin-1 antibody presaturated
with nesfatin-1 (negative control); c) (a) merged with the corresponding TO-PRO 3 image; d) b) merged with the corresponding TO-PRO 3 image.
Panel B. Confocal photomicrographs of human atrial cardiomyocytes (a-c) or atrial tissue (d-i), showing immunofluorescent perinuclear nesfatin-1
(a,d) or prohormone convertase 1/3 (g), the corresponding TO-PRO 3 images (b,c,h), and the merges of (a) and (b), (d) and (e), and (g) and (h)
(c,f,i). Panel C. Immunostained nesfatin-1 in human atrial (a) and neonatal rat (d) cardiomyocytes; negative controls (b and e); and
immunostained desmin in human atrial cells, confirming cardiomyocyte phenotype (c).
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cells (Figure 2. Panels A.2 and C b and e) nor cardiac
tissues (data not shown).
Secretion of nesfatin-1 by primary cultures of rat
cardiomyocytes
Secretion of NUCB2/nesfatin-1 into the culture me-
dium was measured only in primary cultures of neonatal
rat cardiomyocytes due to the limited cardiomyocyte pop-
ulations afforded by human right atrial appendages in cul-
ture. In culturemedia supportingapproximately4.5!105
confluent starving cells the ELISA-measured NUCB2/nes-
fatin-1 concentration was 4.55 " 0.52 ng/mg of cellular
protein (n#21).
Effect of nesfatin-1 treatment on GLUT-4
mobilization in cardiomyocytes
Analysis of confocal images of cultured neonatal rat
cardiomyocytes with fluorescence-labeled GLUT-4
showed that 10–1000 nM nesfatin-1 caused significant
translocation of GLUT-4 to cell peripherals, decreasing its
amount of in the cytoplasm-perinuclear area of the car-
diomyocytes in dose- and time-dependent fashion by a
factor similar to that caused by 100 nM insulin (Figure 3).
Effect of nesfatin-1 on glucose uptake by
cardiomyocytes
Treatment with nesfatin-1 increased 2-deoxy-D-[3H]g-
lucose uptake by 12.5 " 3.9% at 0.1 nM (P $ .05, n#11),
by 11.9 " 4% at 1 nM (P $ .05, n#11), and by 26 " 5.4%
at 100 nM (P $ .001, n#11) by HL-1 cardiomyocytes,
whereas treatment with 100 nM insulin for 1 hour in-
creased 2-deoxy-D-[3H]glucose uptake by 44.3 " 8.8%
(P $ .001, n#6) (Figure 4, Panel A). Nesfatin-1 also in-
creased significantly 2-deoxy-D-[3H]glucose uptake by
primary cultured neonatal rat cardiomyocytes by 14.8 "
3.3% at 10 nM (P $ .001, n#8) and by 23 " 5.5% at 100
nM (P $ .001, n#8), whereas treatment with 100 nM
insulin for 1 hour increased 2-deoxy-D-[3H]glucose up-
take by 35.2 " 6.2% (P $ .001, n#8) (Figure 4, Panel B).
Nesfatin-1 induces AKT, AS160 and ERK1/2
phosphorylation in cardiomyocytes
Since both AKT and ERK1/2 are kinases involved in the
stimulation of GLUT-4 translocation and glucose uptake
in muscle and cardiac cells (35, 36), we investigated their


















































































































Figure 3. Translocation of glucose transporter GLUT-4 to the cell peripherals in response to nesfatin-1 treatment of neonatal rat cardiomyocytes.
Panel A. Photomicrographs of untreated cells (a-c) and cells treated with 1 !M nesfatin-1 (d-f) or 100 nM insulin (g-i), showing anti-GLUT-4 stain
(a,d,g), TO-PRO nuclear marker (b,e,h), and the corresponding merged images (c,f,i). Note the GLUT-4 redistribution from cytoplasmic-perinuclear
area (arrowed) to cell peripherals in (d) and (g). Scale bar, 50 !m. Panel B. Ratio of GLUT-4 immunofluorescence in cell peripherals:cytoplasmic-
perinuclear regions in experiments showing dependence on the duration (B.1) and intensity (B.2) of exposure to nesfatin-1 (means of % 70 cell
peripherals: cytoplasmic-perinuclear regions pairs in each of 3 replicate experiments). Statistical significance: *P $ .05; ***P $ .001.
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neonatal rat cardiomyocytes. Nesfatin-1 induced dose-
and time-dependent increases in the phosphorylation of
both AKT and ERK1/2 (Figure 5). In addition, the AKT
substrate of 160 kDa (AS160) was also phosphorylated
after nesfatin-1 treatments (Figure 5).
Response of rat cardiac nesfatin-1 levels to diet
High-fat diet increased nesfatin-1 mRNA /protein lev-
els in rat atria but not in ventricular tissue (Figure 6. Panel
A). Rat atrial NUCB2 mRNA and plasma NUCB2/nesfa-
tin-1 levels were positively correlated with each other and
with body fat as a percentage of body weight (Figure 6.
Panel A.3). Gene expression levels of the predominant car-
diac fatty acid transporter CD36 were similar in the hearts
of rats fed with high-fat and standard diets, and we could
not find any correlation between CD36 and nesfatin-1
cardiac gene expression levels or between CD30 gene ex-
pression and body weight or percentage of body fat (data
not shown).
Influences on human cardiac nesfatin-1 levels
In the whole group of patients from whom atrial tissue
was obtained, atrial NUCB2 mRNA levels were signifi-
cantly higher in women without coronary injury (CI) than
in those with CI or in men with or without CI (Figure 6.
Panel B). No other demographic, anthropometric, bio-
chemical or pharmacological parameters were observed to
affect NUCB2 gene expression in cardiac atria.
Discussion
Adipokines have emerged as the nexus linking obesity,
inflammation, metabolic syndrome and cardiovascular
disease (37, 38). Nesfatin-1’s ability to cross the blood-
brain barrier suggested the existence of peripheral sources,
and expression of its proprotein NUCB2 was later ob-
served in a number of extracerebral tissues (see Introduc-
tion). Hitherto there have been two reports of NUCB2
expression in cardiac tissue, both concerning rats (22, 25),
but only Angelone et al (25) detected nesfatin-1 itself, as a
band of approximately 9 kDa in western blots. In fact, this
latter study, and that of Oh-I et al (1) concerning rat ce-
rebrospinal fluid (CSF), have been the only occasions on
which endogenous fully-processed mature nesfatin-1 has
unequivocally been observed.
In this work we found that nesfatin-1 is synthesized and
secreted by human and murine cardiomyocytes. Western
blots showed the 9 kDa nesfatin-1 band in lysates of pri-
mary cultures devoid of the other cell types (fibroblasts,
endothelial cells, erythrocytes, etc.,) that may be present in
cardiac tissue extracts. Immunostains showed clear peri-
nuclear location, very probably in the endoplasmic retic-
ulum or in the Golgi apparatus, both of them typically
located all around the nuclear envelope in cardiomyocytes
(39, 40). Human atrial tissue was also immunoreactive for
prohormone convertase 1/3, the enzyme catalyzing the
cleavage of NUCB2 to yield nesfatin-1.
In culture media of neonatal rat cardiomyocytes the
ELISA-measured NUCB2/nesfatin-1 concentration was in
the same range to that detected in the culture media of
adipose tissue explants (6).
Recent reports suggest that nesfatin-1 acts as a multi-
functional metabolic hormone. In particular, there is con-
siderable evidence of its being a glucose-dependent coad-
juvant of insulin, since it has an antihyperglycaemic effect
(18) and influences the excitability of glucosensing neu-
rons in rat hypothalamus (20); being able to stimulate
glucose-induced insulin release and insulin sensitivity in








































































Figure 4. Uptake of 2-deoxy-D-[3H]glucose by HL-1 (Panel A, n!11) and neonatal rat (Panel B, n!8) cardiomyocytes following 2.5 hours
treatment with nesfatin-1 (0.1–100 nM) or 1 hour treatment with 100 nM insulin, relative to untreated controls. Statistical significance: *, P " .05;
***, P " .001.
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rats and in mouse islet !-cells (13, 19, 41) and secretion of
glucagon from mouse pancreatic islets (17). Moreover, the
release of NUCB2/nesfatin-1 from rat pancreatic islets is
stimulated by glucose (13), and plasma glucose and
NUCB2/nesfatin-1 levels are negatively correlated in rats
and in type 2 diabetes patients (5, 8, 16). However, ours
is the first study of its direct effect on GLUT-4 (the main
glucose transporter in the heart) translocation. We found
that in cultured cardiomyocytes nesfatin-1 alters the dis-
tribution of GLUT-4, favoring translocation from the cy-
toplasmic/perinuclear regions to cell peripherals to an ex-
tent similar to that induced by insulin, and thus appears to
be directly involved in the regulation of cardiomyocyte
glucose metabolism. Moreover, our results show that nes-
fatin-1 induces an increase in glucose uptake by HL-1
mouse cardiac cells and neonatal rat cardiomyocytes in
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Figure 5. Western blots confirmed the activation of AKT, AS160 and ERK1/2 in nesfatin-1-treated neonatal rat cardiomyocytes. Panel A. (A.1):
Dependence of AKT phosphorylation on nesfatin-1 dose (n!8). (A.2): Dependence of AKT (n!8) and AS160 (n!6) phosphorylation on treatment
duration. Panel B. Dependence of ERK1/2 phosphorylation on nesfatin-1 dose (n!7) and on treatment duration (n!6). Statistical significance:
*P " .05; **P " .01.
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culture. A similar direct effect has only previously been
observed in adipocytes from nesfatin-1-treated rats, in
which both basal and insulin-induced glucose uptake were
significantly increased (13). Note that the concentrations
of nesfatin-1 in our experiments, as in several other recent
studies of its cellular effects (17, 23, 42, 43), were orders
of magnitude higher than the nanomolar concentrations
found in human and murine plasma (6, 7, 16), suggesting
that in vivo these effects might require a local nesfatin-1
source.
Nesfatin-1 induced dose- and time-dependent increases
in the phosphorylation of AKT and ERK1/2, which are
both involved in promoting GLUT-4 translocation and
glucose uptake in muscle and cardiac cells (35, 36). Our
findings parallel observations that central nesfatin-1 ad-
ministration in rats induces AKT activation in hypotha-
lamic nuclei that mediate glucose homeostasis (19) and
that ERK1/2 is activated by nesfatin-1 treatment in per-
fused rat hearts (25) (although without AKT activation).
Nesfatin-1 promotes in cardiomyocytes the phosphor-
ylation of the AKT substrate AS160, the most distal insulin
signaling protein that has been linked to GLUT-4 trans-
location (44). To note, ours are the first results showing

















































































































































































Figure 6. Influence of diet, sex and coronary injury on cardiac nesfatin-1 levels. Panel A. In rat atrium, high-fat diet increased NUCB2 gene
expression (n!8; Panel A.1) and nesfatin-1 levels (Panel A.2). Panel A.3: Rat atrial NUCB2 mRNA levels correlated positively with body fat as a
percentage of bodyweight (n!16), and plasma nesfatin-1 levels (n!10), which last themselves correlated positively body fat (n!10). Panel B:
Atrial NUCB2 mRNA levels (median, [interquartile range]) were higher in women (n!90) than in men (n!178), but lower in women with coronary
injury (n!27) than in women without (n!62). Statistical significance: **P " .01.
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and this could indeed help to clarify the physiological/
pathophysiological roles of nesfatin-1 in glucose and en-
ergy metabolism suggested previously by others (45). Un-
der basal conditions, the Rab GTPase activating protein
domain of AS160 stimulates hydrolysis of Rab-associated
GTP and the formation of the inactive GDP-bound Rab,
which restrains GLUT-4 exocytosis; however, insulin-
stimulated phosphorylation of AS160 by AKT relieves this
restraint by leading to an increase in the GTP-bound Rab
which, in turn, favors greater GLUT-4 exocytosis to cell-
surface membranes (44, 46). AS160 is considered to be a
point of convergence for coordinating physiological reg-
ulation of GLUT-4 membrane recruitment in cardiomy-
ocytes (47).
In rodents, synthesis of nesfatin-1 (or at least NUCB2)
appears to respond to diet or nutritional status both cen-
trally, in the hypothalamic paraventricular nucleus (1,
48), and in peripheral tissues such as the stomach (49),
adipose tissue (6) and heart (this work), where it may help
control energy expenditure and may respond to develop-
mental and hormonal signals as well as to metabolic sta-
tus. The finding that cardiac and plasma NUCB2/nesfa-
tin-1 levels are positively correlated, and that both
correlate with body fat, is in keeping with a report that
plasma NUCB2 concentrations are higher in mice with
diet-induced obesity than in nonobese mice (6).
Obesity imposes a metabolic stress to the heart which
may ultimately lead to cardiac metabolic inflexibility and
lipotoxicity, being the fatty acid transporter CD36 the
responsible of the chronic increasing uptake of fatty acids
by the cardiac muscle under those circumstances (36). In
this work, high-fat diet did not induce changes in cardiac
CD36 gene expression, and there was no correlation be-
tween cardiac CD36 and nesfatin-1 levels; however, we
can not exclude that nesfatin-1 could affect the surface
presence of CD36 and its translocation from intracellular
storage compartments, and future experiments should
clarify a possible involvement of this peptide in the com-
plex interplay between signaling pathways and trafficking
components known to be involved in the regulation of
GLUT-4 and CD36 translocation (36).
Only two previous studies have investigated NUCB2/
nesfatin-1 regulation in human cells or tissues. Yamada et
al (50) found that troglitazone stabilizes NUCB2 mRNA
through ERK1/2 activation in a human medulloblastoma
cell line, and Riva et al (17) that NUCB2 deficiency in the
pancreatic islets of type 2 diabetes patients can be reme-
died by culture in glucolipotoxic conditions. In the present
study atrial NUCB2 mRNA levels were significantly
higher in women without coronary lesions than in other
patients, suggesting a sex-dependent relationship between
cardiac nesfatin-1 levels and cardiovascular disease.
In conclusion, nesfatin-1 is synthesized, and helps to
regulate glucose metabolism, in the hearts of humans and
experimental animals, where its levels vary with diet and
ischemic cardiomyopathy.
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